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Introduzione
L’infertilità è considerata dall’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanità) e dall'AFS
(American  Fertility  Society)  una  patologia  definita  come  l’assenza  di  concepimento
dopo 12/24 mesi di rapporti mirati non protetti.
A seconda delle modalità con cui si manifesta,l'infertilità viene distinta in:
-primaria: se nell'ambito di una coppia non si è mai verificato un concepimento;
-secondaria: se l'incapacità di procreare consegue ad un periodo di fertilità documentato
da uno o più gravidanze.
Il  termine  infertilità,  va inoltre  differenziato  da quello di  sterilità,  che viene definita
come l'assenza di concepimento  ascrivibile ad una condizione fisica permanente, di uno
o entrambi i coniugi.
L'OMS stima che l'infertilità colpisca ,nei paesi industrializzati, il 15-20% delle coppie
in età riproduttiva.
L'evidenza di un progressivo calo della crescita demografica nei Paesi occidentali, pur
tenendo  nella  dovuta  considerazione  le  esigenze  socio-economiche  del  mondo
occidentale, ha rafforzato l'ipotesi di incremento dei casi di infertilità e sterilità come
causa fondante delle culle vuote.
In Italia  i parametri di riferimento, sono rappresentati dai dati ISTAT che considerano
esclusivamente  gli  indici  di  natalità  e  di  fecondità  senza  una  analisi  precisa
dell'incidenza dell'infertilità e della sterilità. Secondo i dati ISTAT i nati nei primi sette
mesi  del 2013 sono stati  il  4,26% in meno rispetto  allo stesso periodo del  2012; in
proiezione, ciò si traduce in 22.756 neonati in meno nell’intero anno; il dato più basso
dal  1980.   La  Procreazione  Medicalmente  Assistita  rappresenta  una  risorsa  e
un’opportunità per contrastare il fenomeno del basso tasso di natalità, ma le possibilità
di  successo  sono  strettamente  correlate  all’età  in  cui  le  donne  si  sottopongono  ai
trattamenti, età che in Italia nel 2011 si attestava in media a 36,5 anni per le tecniche di
secondo e terzo livello, contro i 34,3 della media europea 2008.
Le cause di infertilità sono molteplici e sono ascrivibili per  un 30% a cause maschili,
per un 40% a cause femminili e per un 30% a  fattori di coppia  o ignoti. 
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Questo studio, realizzato presso la PMA (procreazione medicalmente assistita) di Pisa, si
concentra  sul problema dell'infertilità  maschile.  Nel testo vengono analizzate  cause e
fattori  di  rischio  correlate  con  la  motilità  spermatica.  Lo   studio  si  propone,  in
particolare,  di  valutare l'effetto del myo-inositolo sulla motilità spermatica, al fine di
migliorare tale parametro laboratoristico, che ai fini riproduttivi ha notevole importanza.
Lo studio pertanto, si  prefige di rappresentare una delle possibilità di miglioramento
nell'ambito della problematiche maschili delle riproduzione.
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Capitolo 1
 
1.1 INTRODUZIONE
L’infertilità è considerata dall’OMS (Organizzazione Mondiale della Sanità) e dall'AFS
(American  Fertility  Society)  una  patologia  definita  come  l’assenza  di  concepimento
dopo 12/24 mesi di rapporti mirati non protetti.
Tale definizione di infertilità proposta dall’O.M.S e dall’A.F.S,trae origine da un noto
lavoro di M.J. Whitelaw pubblicato nel 1960 che dimostrava, sulla base di uno studio
condotto in una popolazione omogenea degli Stati Uniti, come circa il 56% delle
coppie sane concepiva entro il l° mese di rapporti sessuali; il 78% entro il 6° mese e ben
l'86% delle coppie concepiva entro il 12°mese.
A seconda delle modalità con cui si manifesta, l'infertilità viene distinta in:
-primaria: se nell'ambito di una coppia non si è mai verificato un concepimento;
-secondaria: se l'incapacità di procreare consegue ad un periodo di fertilità documentato
da uno o più gravidanze.
Il termine infertilità,va inoltre differenziato da quello di sterilità, che viene definita come
l'assenza di concepimento  ascrivibile ad una condizione fisica permanente,  di uno o
entrambi i coniugi.
1.2 EPIDEMIOLOGIA
L'OMS stima che l'infertilità colpisca,nei paesi industrializzati, il 15-20% delle coppie in
età riproduttiva.
L’applicazione  dell’epidemiologia  a  questa  condizione  ha delle  limitazioni  in quanto
non si tratta di analizzare le caratteristiche e la diffusione di un agente etiologico ben
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preciso; l’infertilità è infatti espressione di agenti etiologici diversi, talvolta sintomatici
ma molto spesso asintomatici da un punto di vista clinico. Una ridotta o totale incapacità
riproduttiva è, inoltre, espressione dell’interazione di differenti
condizioni:maschile,femminile,di coppia e inspiegata.
Una stima dell’infertilità di una popolazione deve quindi necessariamente utilizzare dei
metodi approssimativi di tipo indiretto o diretto.
Una stima indiretta prende in considerazione il  numero complessivo di coppie in età
feconda che non hanno avuto figli;  tale  tipo di indagine  può avere il  rischio di una
sovrastima dei dati, in quanto l’assenza di figli, in una certa percentuale di casi, è una
scelta e non un effetto dell’infertilità. Il rischio di sovrastima dei dati è reale nei paesi
industrializzati dove la scelta dell’uso di mezzi contraccettivi è più diffusa, viceversa nei
paesi in via di sviluppo questo rischio è irrilevante a causa delle differenti condizioni
socio-culturali  che  non  hanno  portato  ancora  ad  una  completa  separazione  della
sessualità dalla procreazione.
Le stime dirette dell’infertilità  sono certamente più affidabili,  in quanto si basano su
indagini  demografiche  specifiche  condotte  sull’intera  popolazione  o  su  “gruppi
campione”. Queste indagini permettono  di  determinare  quante  coppie  al momento
dell’inchiesta sono:
1) volontariamente o involontariamente non procreanti;
2) affette da infertilità primaria;
3) affette da infertilità secondaria;
L'evidenza di un progressivo calo della crescita demografica nei Paesi occidentali, pur
tenendo  nella  dovuta  considerazione  le  esigenze  socio-economiche  del  mondo
occidentale, ha rafforzato l'ipotesi di incremento dei casi di infertilità e sterilità come
causa fondante delle culle vuote.
In  Italia   gli  unici  parametri  di  riferimento,  sono  i  dati  ISTAT  che  considerano
esclusivamente  gli  indici  di  natalità  e  di  fecondità  senza  una  analisi  precisa
dell'incidenza dell'infertilità e della sterilità. Secondo i dati ISTAT i nati nei primi sette
mesi  del 2013 sono stati  il  4,26% in meno rispetto  allo stesso periodo del  2012; in
proiezione, ciò si traduce in 22.756 neonati in meno nell’intero anno; il dato più basso
9
dal  1980.  La  Procreazione  Medicalmente  Assistita  rappresenta  una  risorsa  e
un’opportunità per contrastare il fenomeno del basso tasso di natalità, ma le possibilità
di  successo  sono  strettamente  correlate  all’età  in  cui  le  donne  si  sottopongono  ai
trattamenti, età che in Italia nel 2011 si attestava in media a 36,5 anni per le tecniche di
secondo e terzo livello, contro i 34,3 della media europea 2008 [1].
1.3  CAUSE DI INFERTILITA’
Le cause di infertilità sono molteplici e possono esser distinte in tre grandi gruppi:
1. patologie dell'uomo (30%);
2. patologie della donna (40%);
3. fattori ignoti o di coppia (30%).
In una coppia ogni partner ha un potenziale di fecondità ed è la combinazione di questi
due potenziali che determina la fertilità della coppia. Pertanto è possibile che un uomo o
una donna di una coppia infertile siano in grado di concepire avendo rapporti sessuali
con partner diversi [2].
1.3.1 Cause di infertilità maschili
La fertilità maschile è garantita dalla:
 produzione di sperma, contenente un adeguato numero di spermatozoi maturi e
funzionali e la giusta concentrazione di elementi nutritivi;
 eiaculazione con la quale gli spermatozoi, attraverso i vasi deferenti, vengono
sospinti fino all'orifizio uretrale esterno.
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L'infertilità  si  instaura  quando  si  verifica  un'alterazione  della  normale  produzione,
maturazione, motilità e/o liberazione degli spermatozoi. Nell'uomo infertile si riscontra
pertanto,  l'incapacità  di  produrre  e/o  liberare  nell'eiaculato  un'adeguata  quantità  di
spermatozoi maturi e funzionali [3].
In relazione all'origine, le cause dell'infertilità, possono esser classificate in:
Pre-testicolari:  comprendono patologie congenite o acquisite, con un'incidenza dell'8-
10%, [4]  responsabili di alterata funzionalità dell'asse ipotalamo-ipofisi-testicolo. Sono
caratterizzate  infatti,  da  una  deficitaria  produzione  di  gonadotropine  (LH,  FSH)
determinante l'alterazione del regolare processo di spermatogenesi. Sono rappresentate
da:
 Patologie  ipotalamiche  congenite:  sindrome  di  Kallman,  sindrome  di  Prader-
Willy, sindrome di Laurence-Moon-Biedl.
 Patologie  ipotalamiche  acquisite:  tumori,  radiazioni,  traumi,  sarcoidosi,
emocromatosi.
 Patologie  ipofisarie:  adenomi,  craniofaringiomi,  sarcoidosi,  emocromatosi,
traumi, infarti.
 Altre  patologie  endocrine:  iperprolattinemie,  sindrome  di  Cushing,  iperplasia
surrenalica  congenita,  tumori  estrogeni  o  androgeni  secernenti,  ipo  e
ipertiroidismo.
 Malattie  sistemiche:  epatopatie,  insufficienza  renale  cronica,  malnutrizione,
emocromatosi, sindrome di Wilson.
Cause testicolari:  sono di gran lunga le cause più frequenti di infertilità maschile (50-
70%)  [4].  Comprendono un gruppo eterogeneo di patologie a carico del testicolo che
alterano la normale produzione di spermatozoi. Tra le principali ricordiamo:
 Varicocele,  che con un'incidenza compresa tra l'8 e il  16% nella  popolazione
generale maschile e una frequenza del 30-40% tra i maschi affetti da infertilità,
rappresenta la più frequente causa di infertilità nell'uomo [5].
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 Patologie genetiche: sindrome di Klinefelter, microdelezioni del braccio lungo
del cromosoma y, sindrome di Down, distrofia miotonica (s. di Steinert).
 Criptorchidismo.
 Anorchia congrnita bilaterale (vanishing testis syndrome).
 Torsione del funicolo spermatico.
 Orchiti virali, batteriche o di natura autoimmune.
 Traumi.
 Uso  ed  esposizione  a  sostanze  gonadotossiche:  fumo  di  sigaretta,  pesticidi,
farmaci, droghe, solventi, metalli pesanti, radiazioni ionizzanti.
 Tumori.
Cause  post-testicolari:  comprendono  un  gruppo   di  condizioni  patologiche  la  cui
caratteristica è l'ostacolo al transito dello sperma lungo le vie seminali fino all'orifizio
uretrale esterno. Sono responsabili di circa il 20-40% delle infertilità maschili [4]. Sono
rappresentate da:
 Sindrome di Kartagener.
 L'agenesia congenita dei dotti deferenti per mutazioni del gene CFTR.
 Sindrome di Youn.
 Vasectomia e traumi iatrogeni delle vie escretrici, secondari ad interventi urologi
e di ernioplastica.
 Infezioni  a  carico   delle  ghiandole  sessuali  a  accessorie  maschili  (MAGI),
responsabili  dell'1,5-16%  delle  infertilità  maschili  [6].  Queste  possono
determinare  sia  anomalie  secretive,  in  quanto  responsabili  di  importanti
modificazioni a carico del plasma seminale, sia anomalie ostruttive, in quanto
possono determinare subostruzione monolaterale o bilaterale delle vie escretrici.
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 Anomalie dell'eiaculazione: eiaculazione retrograda, aneiaculazione, disfunzioni
legate a neuropatia diabetica, malattie del SNC, lesioni midollari.
 Disfunzione erettile: di natura organica o psicogena.
 Alterazioni congenite dell'uretra: ipospadia, epispadia.
Nella pratica clinica, l'infertilità spesso è a genesi multifattoriale, dovuta al concorso di
più  fattori  (genetici,  ambientali,  lavorativi  patologici)  responsabili  del  quadro
disfunzionale [7]. Allo stato attuale il 20% delle infertilità maschile non è classificabile
in quanto la causa non è determinabile  [8].  Tra i  meccanismi che causano infertilità
maschile, particolare attenzione è stata riservata allo stress ossidativo che è considerato
una delle più importanti cause di infertilità.
                                      1.4 FATTORI DI RISCHIO
1.4.1 Età media dei coniugi al momento del matrimonio
L'età media dei coniugi al momento del matrimonio è mediamente più elevata     rispetto
al passato, per difficoltà ed esigenze sociali che inducono la coppia a programmare il
concepimento in un'epoca più tardiva.
Sebbene il  sesso maschile  mantenga la funzione riproduttiva in maniera permanente,
studi  hanno  dimostrato  che  l'età  paterna  avanzata  è  associata  con  ridotta  fertilità
maschile, esiti avversi della gravidanza, e mutazioni e patologie nella prole [9].
L'influenza dell'età paterna sulla fertilità si estrinseca infatti a diversi livelli:
 Variazione del quadro ormonale (gonadotropine).
Le  più  rilevanti  alterazioni  ormonali  associate  all'invecchiamento  maschile,  sono
rappresentata da un' aumentata concentrazione plasmatica di FSH ascrivibile a ridotta
funzionalità delle cellule di sertoli e una riduzione dei livelli  di testosterone legata a
degenerazione  delle  cellule  germinali.  Concentrazione  sieriche  decrescenti  di
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testosterone influenzano la fertilità sia in maniera diretta,  riducendo la produzione di
sperma, che indiretta, causando disfunzione sessuale e decremento della frequenza dei
rapporti sessuali.
 Variazioni del parametri spermatici convenzionali.
Molti studi [10,11,12] hanno dimostrato una correlazione tra  l'invecchiamento paterno e
le alterazioni della qualità dello sperma in termini di volume, motilità e morfologia.
I meccanismi responsabili di tali cambiamenti relativi all'età non sono stati ancora del
tutto definiti. Tuttavia, tra le ipotesi più validate si annoverano: insufficienza vascolare,
aumentata  prevalenza  di  comorbidità  (diabete,ipertensione),   infezioni  croniche
(prostatiti), aumento di peso e  carenze ormonali.
Il  significato  dell'alterazione  dei  parametri  seminali  legati  all'età,  rimane  tutt'oggi
oggetto di controversie. Questo per due ragioni: 1) la notevole variabilità dei parametri
spermatici; 2) la scarsa valenza in qualità di fattore predittivo del potenziale di fertilità
da parte dei parametri spermatici stessi.
 Variazione di parametri molecolari.
Uno spermatozoo maturo ha DNA integro ed una cromatina ben compattata in quanto,
durante  la  spermatogenesi,  più  dell'80%  degli  istoni  sono  sostituiti  da  protamine
(protamina  1 e  2,  con rapporto  vicino  ad  1).  Alterazioni  nella  compattazione   della
cromatina e danno del DNA, possono potenzialmente causare ridotta fertilità e/o difetti
dello  sviluppo  embrionale.  Sebbene  diversi  studi  confermino  l'impatto
dell'organizzazione della cromatina sulla fertilità e sullo sviluppo dell'embrione, non c'è
al momento accordo sul cut-off di dispersione patologica (attualmente oscillante  tra il
20 e il 30%). Inoltre, studi prospettici hanno dimostrato che il test dell'integrità del DNA
dello sperma, è il parametro che meglio correla con il successo della gravidanza. Questi
parametri,  sono oggi  utilizzati,  soprattutto  nell'ambito  delle  tecniche  di  procreazione
medicalmente  assistita,  al  fine di ottenere una più accurata  valutazione di infertilità
rispetto ai parametri  spermatici  convenzionali,  e una maggiore attendibilità predittiva
degli outcome di  fecondazione assistita. A tal proposito,il danno del DNA spermatico è
associato ad un ridotto tasso di gravidanza  dopo trattamento mediante inseminazione
14
intrauterina  (IUI)  e  fecondazione  in  vitro  (FIVET),  ma  non  dopo  iniezione
intracitoplasmatica (ICSI).
É  stato  dimostrato  che  uno  spermatozoo  con  frammentazione  del  DNA  è  in  grado
fecondare l'ovocita con la stessa efficienza di spermatozoi sani. Tuttavia se il materiale
genetico  è  criticamente  danneggiato  al  momento  dell'attivazione  genomica  (3  giorni
dopo la fecondazione),  questo può indurre o l'arresto dello sviluppo dell'embrione,  o
l'introduzione di errori nei processi di replicazione, trascrizione e traduzione nel corso
dell'embriogenesi. In termini clinici tali anomalie  si traducono  in un ridotto numero di
gravidanze  portate  a  termine  e  nell'insorgenza  di  malformazioni  delle  generazioni
successive.  Nonostante recente osservazioni  hanno confermato la stretta  relazione tra
paternità in età avanzata e il rischio di anomalie cromosomiche e genetiche, non sono
state  stilate  linee  guida  prenatali  per  la  gestione  delle  gravidanze  di  coppie  con tali
caratteristiche,  in  quanto  il  rapporto  tra  la  paternità  in  età  avanzata  e  il  rischio  di
anomalie nella prole rimane poco definito.
Ad oggi, alla conferma che la paternità in età avanzata (over 40) sia associata a ridotta
fertilità, si affianca una sempre maggiore ricerca della paternità in età avanzata. Al fine
di  ottimizzare il potenziale  di fertilità nel sesso maschile,  sono state messe appunto
diverse strategie comprendenti:
1)modificazione  dello  stile  di  vita  (correzione  di  abitudini  voluttuarie  come fumo di
sigaretta e abuso di alcol);
2)integratori  a base di antiossidanti  e vitamine (vit C, vit E, selenio, zinco, N-acetil-
cisteina, coenzina Q, L-carnitina, Acido folico).
In diversi studi su pazienti trattati con tali sostanze, hanno riportato miglioramenti dei
parametri spermatici convenzionali e  del tasso di gravidanze coronate da successo.
3)miglioramento delle tecniche di PMA;
L'introduzione di metodiche basate sull'utilizzo di maggiori ingrandimenti (1000 - 6000
x) ha consentito  di effettuare  una migliore  selezione  degli  spermatozoi  da impiegare
nelle  tecniche   di  fecondazione.  Il  metodo  MSOME,  (Motile  Sperm  Organelle
Morfology Exsame) mediante l'applicazione di maggiori  ingrandimenti,   propone una
più accurata  selezione dello sperma sulla  base di anomalie  morfologiche  della testa
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(classificate  con  punteggio  da  0  a  6),  correlate  con  alterato  sviluppo  dell'embrione.
Utilizzando la scala di valutazione MSOME è stato dimostrato che quando un oocita
viene microiniettato con uno spermatozoo con punteggio 0 (anomalie della testa), questo
nn raggiunge lo stadio di blastocisti [9].
Recentemente, altri studi (Cassuto et al. Valutazione di  una coorte di 1070 bambini nati
dopo ICSI e IMSI) hanno confermato una riduzione del rischio di malformazioni dopo
IMSI  (iniezione  intracitoplasmatica  di  spermatozoi  morfologicamente  selezionati),
suggerendo una validità della metodica.
Ad oggi i risultati della IMSI, rimangono controversi in quanto vi sono pochi studi di
confronto con la ICSI, tali da sostenere l'utilizzo della IMSI oltre la ICSI.
1.4.2.  Fumo di sigaretta.
Il fumo di sigaretta è riconosciuto come un fattore di rischio per diverse patologie,tra cui
anche l'infertilità.  Le coppie fumatrici,hanno tassi di infertilità più alti,  una fecondità
ridotta ed impiegano più tempo a concepire (in genere più di un anno).
L'effetto del fumo incide sia sulla fertilità maschile che femminile con un meccanismo
dose  dipendente.  Il  danno  da  fumo dipende  infatti,dal  numero  di  sigarette/die  e  dal
tempo di esposizione, risultando,direttamente correlato alla dose di fumo assunta.
Diversi studi hanno dimostrato che il fumo influenza la qualità dello sperma soprattutto
nei forti fumatori o in coloro che hanno fumato per molti anni. In particolare è stato
descritto  un  effetto  negativo  del  fumo  sulla  concentrazione,  motilità,  vitalità  e
morfologia degli spermatozoi [13,19,20].
I meccanismi con cui il fumo causa infertilità,sono legati alle numerose sostanze di cui si
compone (nicotina e suoi metaboliti quali coitina e idrossicoitina; cadmio; monossido di
carbonio; benzopirene; nitrosamine; naftalene), implicate sia nelle anomalie strutturali
ed ultrastrutturali che nella ridotta mobilità dello sperma.
In particolare la ridotta mobilità degli spermatozoi sembrerebbe esser legata a:
1. anomalie nell'ultrastruttura del flagello e dell'assonema;
2. inattivazione della CK;
3. ROS;
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La CK(creatina chinasi) è un enzima appartenente alla classe delle transferasi che ha la
funzione di catalizzare la trasformazione della creatina in fosfocreatina,liberando così
energia chimica. La reversibilità della reazione infatti, permette di liberare energia sotto
forma di ATP sfruttando la defosforilazione della fosfocreatina. La CK ha un il ruolo di
“sostegno energetico” per i tessuti che richiedono grandi quantità di energia come lo
sperma,per  il  movimento  degli  spermatozoi.  CK  presenta  inoltre  due  isoenzimi:  B-
CK(CK encefalica) e M-CK (CK muscolare) presenti nello spermatozoo rispettivamente
a livello della regione del tratto intermedio e della coda. L'isoforma M-CK correla con
un  maggior  grado  di  maturazione  dello  sperma,  pertanto  è  presente  in  maggiore
concentrazione  nei  gameti  maturi  ed è  indice  di  una  migliore  qualità  dello  sperma.
L'inattivazione/riduzione  di  CK  può  potenzialmente  compromettere  l'energia  degli
spermatozoi e quindi la loro motilità. In questi termini l'inattività di CK si propone come
uno  dei  più  importanti  meccanismi  alla  base  dell'infertilità  nei  fumatori  di  sesso
maschile [14,15,16,17,18,21,22,23].
1.4.3.  Sovrappeso e obesità.
Di recente l'obesità maschile è stata valutata anche come fattore di infertilità e di rischio
per l'impianto dell'embrione.  Coppie con un partner maschile in sovrappeso o obeso,
presentano  tempi  per  il  concepimento  più  lunghi  e  un  ridotto  tasso  di  gravidanza
rispetto  alla  popolazione  generale,  anche  ricorrendo  a  tecniche  di  fecondazione
medicalmente assistite quale la FIVET  [24,25,26,27]. In accordo con tali evidenze, si
registra, nelle coppie con tali caratteristiche, un incremento della fecondazione in vitro
mediante  ICSI. L' iniezione intracitoplasmatica dello spermatozoo  nell'ovocita, risulta
capace di sopperire alle alterazioni del seme e rendere possibile la fecondazione.
1.4.3.1 Parametri spermatici e struttura molecolare degli spermatozoi negli obesi.
L'obesità  maschile  interferisce  con  la  qualità  dello  sperma,  da  un  punto  di  vista
strutturale  e  funzionale,  comportando  l'alterazione  di  diversi  parametri  seminali.  In
particolare correla con riduzione del numero ed alterazione della  morfologia e motilità
degli  spermatozoi.  L'impatto  dell'obesità  sull'infertilità  maschile  è  ampiamente
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supportata  da  diversi  studi  su  modelli  animali  (roditori)  che  confermano  tali  dati
[28,29]. Maggiori discrepanze, soprattutto in merito alle alterazioni della morfologia e
motilità degli spermatozoi, sono riportate in letteratura da studi effettuati su umani. Tali
contraddizioni, sono ascrivibili a diversi fattori confondenti. In primo luogo, lo stile di
vita  e  le  comorbidità,  che  possono  di  per  sé  alterare  la  funzionalità  spermatica;  in
secondo luogo, la fonte degli studi. La maggior parte di questi infatti, provengono da
cliniche della fertilità, laddove il partner maschile ha un'alta tendenza alla sub-fertilità. 
Altro parametro importante ai fini della fecondazione e allo sviluppo dell'embrione è la
struttura molecolare dello spermatozoo, ovvero l'intergrità del DNA spermatico. Diversi
studi hanno evidenziato uno stretto rapporto tra l' elevato BMI e alterata integrità del
DNA spermatico [30,31].
In  sintesi  ci  sono  notizie  contrastanti  circa  l'interazione  dell'obesità  maschile  con  i
parametri  tradizionali  spermatici  dell'OMS,  ma  è  sempre  più  chiaro  che  l'obesità
maschile  è  associata  a  significative  modifiche  nella  composizione  molecolare  degli
spermatozoi, con conseguenti implicazioni sulla funzione spermatica e sull'embrione.
1.4.3.2. Profilo ormonale nell'obeso.
La  spermatogenesi  e  quindi  il  numero  di  spermatozoi  è  strettamente  regolata  dagli
steroidi sessuali, la cui sintesi e secrezione è sotto il controllo di ipofisi e ipotalamo. Nel
maschio con elevato BMI, il ridotto numero di spermatozoi è ascrivibile a:
1. alterazione dell'asse ipotalamo-ipofisi-gonade ( ridotta concentrazione plasmatica
di testosterone e  concomitante incremento dei livelli plasmatici di estrogeni);
2. ridotta concentrazione plasmatica di SHBG;
3. ridotta funzionalità delle cellule di sertoli.
L'evidenza  attuale  suggerisce  una  relazione  bidirezionale  tra  obesità  e  testosterone
[32,33].
L'aumentata presenza di tessuto adiposo e di elevati livelli glicemici che si riscontrano
nei pazienti con elevato BMI, sono associati a aumentate concentrazioni plasmatiche di
estrogeni, e a ridotta secrezione ipofisaria di LH.
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L'aumento dei livelli estrogenici esita dall'elevata conversione di androgeni in estrogeni
da parte della Aromatasi, un enzima ampiamente presente nel tessuto adiposo bianco. La
ridotta secrezione ipofisaria di LH è indotta dall' iperglicemia. 
Gli aumentati livelli di estrogeni unitamente alla ridotta secrezione dell'LH determinano,
attraverso  un meccanismo a feed-back,  l'inibizione  dell'asse ipotalamo-ipofisi-gonade
con conseguente riduzione dei livelli plasmatici di testosterone.
La riduzione di quest'ultimo ormone è aumentata dall'azione della leptina, un ormone
prodotto del tessuto adiposo, che svolge un ruolo centrale nella regolazione dell'apporto
e  del  dispendio  energetico,  principalmente  attraverso  specifici  recettori  ipotalamici.
Tuttavia, di recente sono stati individuati  recettori leptinici anche a livello testicolare.
Mediante questi ultimi, la leptina agisce determinando una significativa riduzione della
produzione  di  testosterone  nelle  cellule  di  Leydig  [34,35,36]. Il  basso  tasso  di
testosterone, a causa della sua associazione con la sarcopenia, favorisce l'accumulo di
massa grassa rendendo anche più difficoltosa la perdita di peso con l'esercizio fisico.
L'ulteriore accumulo lipidico a sua volta aggrava l'inibizione dell'asse HPG stabilendo
un circolo vizioso.
SHGB -Sex Hormone Binding Protein è una glicoproteina plasmatica, prodotta a livello
epatico  e  deputata  al  trasporto  ematico  di  ormoni  sessuali.  In  particolare  la  SHGB
veicola  il  testosterone  e  l'estradiolo.  Data  la  loro  natura  lipofila,  a  livello  ematico
entrambi per gran parte si trovano legati alla SHBG, rappresentando sotto tal forma, una
sorta di riserva ormonale temporaneamente inattiva.  In minor misura,  testosterone ed
estradiolo si trovano legati all'albumina mediante legame debole, rappresentando in tal
forma l'ormone biodisponibile. Solo una piccola parte del testosterone e dell'estradiolo si
trovano liberi nel plasma, costituendo la porzione biologicamente attiva.
 La ridotta sintesi epatica della SHGB è ascrivibile a:
 dieta  ipercalorica  e  molto  ricca  di  zuccheri;  (più  importante  fattore  della
inibizione della sintesi della SHGB)
 iperinsulinemia e conseguenti aumentati livelli di IGF-1;
 quota di androgeni ed estrogeni ;
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Ciò evidenzia come la biodisponibilità degli ormoni sessuali è influenzata dai livelli di
SHGB, con un rapporto inversamente proprorzionale.
Negli obesi,la concomitanza di più fattori metabolici (dieta ipercalorica, iperinsulinemia,
aumentati livelii di IGF-1), spiega il riscontro di una ridotta sintesi epatica di SHGB e
come questo correli con ridotti livelli plasmatici di ormoni sessuali [37,38,39,40].
1.4.3.3. Interazione del tessuto adiposo sulla temperatura testicolare.
Un meccanismo  con cui  l'obesità  potrebbe  contribuire  all'alterazione  dello  sperma  è
rappresentato dal calore gonadico derivante da una maggiore adiposità scrotale.
Il processo di spermatogenesi è molto sensibile al calore, la cui temperatura ottimale è
compresa tra  i  34 C°-35 C°.  Un aumento  della  calore testicolare è associato ad una
ridotta motilità degli spermatozoi, ad un aumento dello stress ossidativo e ad una ridotta
integrità del DNA spermatico. Tale ipotesi è supportata da studi che dimostrano che, la
rimozione  chirurgica  del  grasso  scrotale,  determina  un  miglioramento  dei  parametri
spermatici [41,42,43,44].
1.4.3.4. Impatto del maschio obeso sugli aspetti molecolare della spermatogenesi.
La recente importanza attribuita agli aspetti molecolari, ha rilevato nel maschio obeso,
una  maggiore  presenza  di  modificazioni  epigenetiche  degli  spermatozoi,  che
contribuiscono con diversi meccanismi all'infertilità maschile.
Per mutazioni epigenetiche si intendono, modifiche fenotipiche ereditabili,  causate da
fattori  ambientali,  che variano l'espressione genica  pur  non alterando  la  sequenza  di
DNA, ma capace  di influenzarne  il  comportamento  funzionale.  Per  tanto si  tratta  di
cambiamenti  mitotici  e  meiotici  ereditabili  che  non  possono  esser  spiegati  tramite
modifiche della sequenza di DNA.
Tra i possibili meccanismi che possono provocare effetti epigenetici,si annoverano:
 Modificazione del DNA : addizione covalente di gruppi a sequenza specifica da
parte di metil-transferasi (metilazione della citosina);
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 Modificazioni delle proteine: addizione covalente di gruppi a specifiche proteine
della  cromatina  (modificazione  post-traduzionale  degli  istoni).  Queste  modificazioni
includono  acetilazione,  metilazione,  fosforilazione.  La  metilazione  del  DNA e  degli
istoni  è  necessaria  per  un corretto  sviluppo della  spermatogenesi  e  della  gravidanza.
L'acetilazione degli istoni è importante per i meccanismi di riparazione del DNA.
 Silenziamento  genico,  fondamentale  nel  processo  di  fecondazione  e  nello
sviluppo dell'embrione.
 Imprinting;
 Bookmarking;
Nel maschio obeso, l'aumentata presenza di modiche epigenetiche quali, metilazione ed
acetilazione  aberranti,  ipometilazione,  imprinting,  anomalie  nel  silenziamento,  sono
correlati con maggior danni al DNA spermatico e con ridotto successo di gravidanza
[45,46,47,48,49,50,51,52,53].
1.4.4. Infezioni sessualmente trasmissibili.
Le infezioni  del  tratto  urogenitale  rappresentano  uno dei  fattori  favorenti  l'infertilità
maschile e l'aborto ricorrente. Si stima che nel 15% circa delle coppie infertili, il partner
maschile  soffra  di  infezioni  dell'apparato  urogenitale.  É  stato  dimostrato  che  i
microrganismi sono in grado di compromettere la qualità dello sperma influenzandone la
vitalità,  la  morfologia e la motilità  con meccanismo differente  a secondo dell'agente
infettivo. Il principale, tra i microrganismi imputati, è rappresentato dalla : Chlamydia
trachomatis.
Chlamydia  trachomatis  è  un  batterio  gram-negativo  parassita  intracellulare  obbligato
appartenente alla famiglia Chlamydiaceae. C. trachomatis. É  caratterizzata da due stadi
cellulari che si alternano durante il ciclo di sviluppo: il  corpo elementare  (dimensioni
200-300nm), incapace di riprodursi, ma in grado di sopravvivere al di fuori della cellula
ospite,  e  il  corpo reticolare  (che raggiunge le  dimensioni  di  1000 nm),  in  grado di
riprodursi ma privo di capacità infettante. Il corpo reticolare si riproduce all’interno della
cellula  infetta,  e  subisce  quindi  un processo  di  riorganizzazione  che  lo  trasforma in
corpo elementare, che fuoriesce dalla cellula infetta a seguito di un processo di lisi . La
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trasmissione pertanto avviene attraverso il corpo elementare, per contagio interumano,
sia per via sessuale che materno-fetale.
 La C. trachomatis comprende numerosi sierotipi (18)  correlati a diversi quadri clinici.
Sierotipi  A, B , Ba e C sono associati  con tracoma, sierotipi  DK sono associati  con
infezioni genitali,  congiuntiviti,  e polmoniti  nel neonato e L1- L3 sono associati  con
linfogranuloma venereo. Da un punto di vista epidemiologico è la malattia sessualmente
trasmissibile più comune. La fascia d'età più colpita per il sesso maschile è tra i 20-24
anni.
I ceppi D - K sono responsabili di infezioni del tratto genitale, che  nella metà dei casi
decorrono  silenti.  I  sintomi,  quando  presenti,  possono  presentarsi  a  distanza  di  1-3
settimana dall'infezione, ed includono: secrezioni uretrali a carattere mucopurulento o
purulento,  prurito  uretrale,  dolore  pelvico  o  anale,  disuria,  pollachiuria,  urgenza
minzionale,  epididimite,  orchite  con  ingrossamento  e  dolore  testicolare,  e  prostatiti
croniche. Il sintomo di più frequente riscontro è rappresentato dalla minzione dolorosa, i
più rilevanti per l'alterazione dei processi riproduttivi,  le epididimiti, orchiti e prostatiti,
strettamente associati all'infertilità maschile. 
I ceppi L1-L2-L3 sono responsabili  del linfogranuloma venereo e di proctiti  ulcerose
soprattutto in soggetti omosessuali.
In  diversi  studi  è  stato  osservato  un  significativo  rapporto  tra   l'infezione  della  C.
trachomatis e l'alterata qualità dello sperma  [54,55,56,57,58,59].
E' stato osservato che l'infezione  della C.trachomatis  influenza la qualità del  liquido
seminale,  alterando  diversi  parametri  (volume,  motilità  e  morfologia).  I  meccanismi
responsabili  di  tali  anomalie,  sono  distinti  in:  diretti,  per  azione  diretta  del
microrganismo  sugli  spermatozoi;  indiretti,  mediante  l'induzione  della  risposta
infiammatoria  o  umorale  (produzione  di  anticorpi  antisperma).   Esperimenti  in  vitro
hanno  dimostrato  la  capacità  della  C.  trachomatis  di  indurre  apoptosi  delle  cellule
seminali  ed  un  aumento  dei  livelli  di  frammentazione  del  DNA  degli  spermatozoi,
attraverso  l'attivazione  di  tirosin-kinasi  [60,61,62,63,64].  Inoltre,  è  stato  messo  in
evidenza  che  l'infezione  persistente  della  C.trachomatis  possa   provocare  la
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cicatrizzazione di dotti eiaculatori e la perdita di stereocilia, altri fattori contribuenti  alla
ridotta fertilità maschile [65,66,67].
Altre patogeni, responsabili di infezioni dell'apparato urogenitale correlate a infertilità
spesso associati all'infezione della C.trachomatis sono: Neisseria gonorrea, Ureaplasma
urealyticum, E. coli, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis, Herpes simplex
virus, Rubulavirus, Papilloma virus. 
1.4.5.  Stress.
Le pressioni sociali e famigliari ed i rapporti mirati per una ricerca di gravidanza sono
fra le cause principali di stress emotivo,  definito come scarso o nullo adattamento ad
una circostanza  percepita  soggettivamente  come potenzialmente pericolosa.  Lo stress
emotivo altera un gran numero di situazioni fisiologiche ed è considerato una della cause
di infertilità inspiegata che  riguarda circa il 15% delle coppie infertili. 
L’ apparato genitale maschile è uno degli più soggetti allo stress emotivo, riportando
alterazione sia dei parametri spermatici convenzionali che molecolari. La qualità dello
sperma  in  corso  di  stress  emozionale  peggiora  sensibilmente:  calano  il  volume,  la
motilità  e  la  concentrazione  spermatico.  In  aggiunta  si  associano  alterazioni  nella
compattazione della cromatina. Queste alterazioni sono sostenute da uno sbilanciamento
dell'assetto  ormonale  e  dall'azione  dei  radicali  liberi  dell’  ossigeno  [68,69,70]. La
letteratura  è  inoltre  concorde  che  la  rimozione  dello  stress  emozionale  migliora  il
volume  dell’  eiaculato,  la  motilità,  la  concentrazione  degli  spermatozoi  e  l’
arrangiamento del DNA spermatico.  Il  miglioramento  risulta  comunque indipendente
dalla tecnica adoperata, spaziando dai campi magnetici, ai farmaci, all’ agopuntura, alla
psicoterapia  [70,71].
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                                                            Capitolo 2
                                        
2.1 STRESS OSSIDATIVO E INFERTILITA’
Lo stress ossidativo  è causato dallo squilibrio tra la produzione delle cosiddette specie
reattive  dell'ossigeno  (  ROS  )  e  l'  azione   protettiva  del  sistema  antiossidante
responsabile della loro neutralizzazione e la rimozione. I ROS sono molecole presentanti
un elettrone spaiato nell'orbitale più esterno, che conferisce loro una marcata instabilità,
e  conseguentemente,  un'elevata  instabilità  con  altre  molecole  finalizzata  al
raggiungimento  di  un  livello  maggiore  di  stabilità  mediante  l'acquisizione  di  un
elettrone; a loro volta le molecole che interagiscono con i ROS diventano instabili  e
ricercano un elettrone, innescando un meccanismo a catena. Un eccesso di ROS provoca
un risposta patologica che porta al danno delle cellule e dei tessuti. Gli spermatozoi sono
particolarmente  sensibili  alle  gli  effetti  dannosi  dei  ROS,  perché  la  membrana
spermatica contiene grandi quantità di acidi grassi insaturi, che possono essere ossidati
(perossidazione lipidica), e il citoplasma contiene solo esigue concentrazioni di enzima
in grado di neutralizzare i ROS. 
Il processo di ossidazione dei lipidi porta ad una perdita di integrità della membrana e un
aumento della sua permeabilità, inattivazione di enzimi, danno alla struttura del DNA e 
ad un incremento dell'apoptosi cellulare. La conseguenza è il ridotto numero di 
spermatozoi, di attività, la diminuzione della motilità e morfologia anomala, e quindi 
problemi di fertilità [72, 73, 74]. Si stima che circa Il 25% degli uomini infertili presenti 
elevati livelli di ROS nel liquido seminale [75, 76, 77] derivanti dallo squilibrio tra la 
produzione di specie reattive e l'effetto protettivo del sistema antiossidante, responsabile 
della loro neutralizzazione e rimozione. [78, 79, 80]. Lo schema degli effetti nocivi dei 
ROS sulla fertilità maschile è mostrato in Figura 1. 
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Figura 1. Schema degli effetti nocivi delle specie reattive dell'O2 (ROS) sulla fertilità maschile.
Ros in eccesso vengono prodotti  da spermatozoi  con alterazioni  morfologiche,  ed in
particolare, a seguito di un'alterazione della catena respiratoria degli elettroni a livello
mitocondriale  [81],  e/o dai  leucociti  presenti  nelle  ghiandole accessorie  maschili  e/o
nell'eiaculato.  I  ROS sono agenti  ossidanti  altamente  reattivi.  Tra questi  ricordiamo:
l'anione superossido, il radicale idrossile, l'ossigeno singoletto, il radicale perossile e una
sottoclasse di radicali liberi derivati dal nitrogeno, quali l'ossido nitrico, il perossinitrito,
ecc. Il principale  ROS prodotto dagli spermatozoi è l'anione superossido, che genera
perossido  di  idrogeno  spontaneamente  o  in  seguito  all'attività  della  superossido
dismutasi  (SOD).  Il  perossido  di  idrogeno  è  in  grado,  di  attraversare  la  membrana
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plasmatica e in condizioni favorenti, di promuovere la formazione di radicale idrossile,
che è il prodotto più dannoso.
Il corretto stato redox è garantito da un insieme  di sistemi sia di tipo enzimatico che
non. Quando l'equilibrio redox è alterato da una elevata produzione di ROS, si instaura
uno stato di stress ossidativo che danneggia numerosi componenti cellulari ossidando i
lipidi  delle  membrane cellulari,  le  proteine  e il  DNA. É importante  ricordare che in
quantità adeguate, i ROS prodotti dagli stessi spermatozoi sono essenziali per il processo
di  maturazione  e  per  la  capacità  di  fecondazione.  Allo  stesso  tempo,  bisogna  tener
presente che: 
a)  lo  spermatozoo  è  una  cellula  povera  povera  di  scavenger  in  quanto,  durante  la
spermioistogenesi, perde il citoplasma e quindi anche gli enzimi ad azione antiossidante;
b) la membrana citoplasmatica dello spermatozoo è particolarmente ricca di acidi grassi
polinsaturi (substrati perossidabili). 
Di conseguenza gli  spermatoi sono celleule  maggiormente suscettibili  alle alterazioni
causate dagli effetti nocivi di queste reazioni ossidative.
I radicali in eccesso alterano quindi, i gameti maschili causando iperviscosità del liquido
seminale, riduzione del numero, della motilità e della percentuale di spermatozoi con
formula normale, ma soprattutto influenzando negativamente l'espressione e la stabilità
del codice genetico [82] e in percentuale maggiore in maschi astenozoospermici.
Lo  stress  ossidativo  altera  anche  la  normale  struttura  dei  mitocondri,  ovvero  quegli
organelli  preposti  alla  produzione  di  energia  (ATP)  necessaria  allo  spermatozoo  per
svolgere la sua funzione.  Tenendo conto poi,  del meccanismo d'azione dei ROS (un
meccanismo  a  catena)  essi  sono  in  grado  di  determinare  un  circolo  vizioso  che
contribuisce alla  compromissione della  funzionalità e motilità degli spermatozoi. [81].
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Tali alterazioni si traducono in:
 una ridotta  capacità  di  fecondazione  dello  spermatozoo per  l'alterazione  della
fluidità della membrana citoplasmatica che può inibire i processi di fusione dei
gameti;
 aborti precoci;
 mutazioni genetiche dell'embrione o tumori dell'infanzia [83].
Per tali ragioni, si ritiene  che l'introduzione di metodiche atte a valutare i livelli di ROS
e di danno al DNA potrebbe esser utile per sviluppare nuove strategie terapeutiche e
migliorare i risultati delle tecniche di fecondazione assistita.
Le condizioni patologiche in grado di indurre stress ossidativo nel liquido seminale sono
molte; le principali sono elencate in tabella 1.
Tabella 1  -Cause patologiche e stili di vita in grado di causare stress ossidativo a livello del sistema genitale
Patologie dell'apparato riproduttivo                    Prostatite, vesciculite, epididimite, orchite
Stili di vita                                                             Fumo di sigaretta,abusi di alcool,uso di droghe
Inquinamento alimentare e ambientale               Smog,gas o chimici industriali
Radiazioni                                                              Radiazioni dei cellulari (De luliis et al,2009)
Disordini alimentari                                              Dieta sbilanciata ricca di grassi
L'evidenza che un alterato stato redox interferisca con la funzione spermatica è stata
ulteriormente  confermata  dai  risultati  di  numerosi  studi  che  hanno  mostrato  come
l'impiego di  sostanze  antiossidanti  in  vitro ed in  vivo,  porti  ad un miglioramento  in
termini di motilità, riduzione dei danni al DNA e quindi miglioramento della funzione
riproduttiva, prevenendo la lipoperossidazione delle membrane degli spermatozoi [81].
27
2.1.1  Specie reattive dell’ossigeno (ROS)
Le principali fonti di ROS, nel liquido seminale, sono  rappresentate da:
1. Gli spermatozoi.
Fin dalle  fasi  iniziali  dello  sviluppo, le cellule  germinali  maschili,  producono specie
reattive dell'ossigeno che risultano coinvolte nella condensazione della cromatina, nella
regolazione  dei  processi  apoptotici  e  di  proliferazione  dei  gameti  [84,85]. Negli
spermatozoi  maturi,  i  ROS  giocano  un  ruolo  importante  nella  capacitazione,  nella
reazione  acrosomale,  stabilizzazione  della  guaina  mitocondriale  e  motilità  degli
spermatozoi.  Inoltre  i  ROS  hanno  anche  funzione  di  molecole  segnale  e  più
specificatamente,  di  secondi  messaggeri  intracellulari,  risultando  coinvolti  nella
modulazione di diverse funzioni cellulari.
I  principali meccanismi responsabili della produzione dei radicali liberi dell'02 sono:
 Il NADPH ossidasi;  lipossigenasi;  prostaglandin-sintetasi
complessi enzimatici contenuti nella membrana cellulare che attraverso il metabolismo
dell'acido  arachidonico,  generano  radicali  organici  centrati  su  atomi  du  carbonio  e
ossigeno.
 Il reticolo endoplasmatico liscio
 dove il citocromo B5 e le rispettive reduttasi, conteneti gruppi flavinici, vanno incontro
a delle reazione di autossidazione formando anione superossido e perossido di idrogeno.
 I mitocondri 
in particolare a livello della membrana interna , dove si trovano componenti altamente
ossidabili  come la  NADH-deidrogenasi  e  l'ubichinone i  quali,  in condizioni  di  bassa
tensione  di  ossigeno,  si  trovano  allo  stato  ridotto  e  producono  intermedi  reattivi
dell'ossigeno (anione superossido, perossido di idrogeno e radicale idrossile), mentre in
condizioni di alta tensione di ossigeno producono solo perossido di idrogeno.
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 Ossidasi presenti nella cellula
come le ossidasi perossisomiali e gli enzimi citosolici  quali la xantinossidasi, l'aldeide 
ossidasi e la triptofano diossigenasi, che forniscono perossido d'idrogeno direttamente o 
tramite la produzione di ossigeno  [ 86 ] .
É dimostrato infatti, che la produzione dell'anione superossido coinvolge l'NADH 
ossido-reduttasi ( diaphorase ). Un enzima situato nel tratto intermedio dello  
spermatozoo,  coadiuvante con la catena mitocondriale e la xantina ossidasi presenti sia 
negli spermatozoi che nel plasma seminale [ 87 ] . 
Spermatozoi con morfologia alterata,  producono una maggiore quantità di ROS rispetto
a spermatozoi con struttura normale [ 88,89 ] . 
2.  Leucociti.
In condizioni fisiologiche, i leucociti producono una quantità di ROS fino a 1000 volte
superiore rispetto agli spermatozoi [ 90 ] . 
L'elevata  produzione fisiologica di  specie  reattive da parte  dei  leucociti,  ha carattere
prevalentemente   difensivo  nei  confronti  di  processi  infettivi-infiammatori  [  90  ].
Tuttavia,  l'incremento  patologico  della  concentrazione  di  specie  reattive  nel  liquido
seminale, può esser secondario all'aumento del numero di leucociti, e quindi ascrivibile a
condizioni francamente patologiche, a fattori ambientali o a lunga astinenza [ 87,91 ].
La produzione di ROS è bilanciata dall'azione di sistemi antiossidanti,  distinti  in una
componente  enzimatica  ed  una  non  enzimatica  strettamente   interagenti  al  fine  di
assicurare un'adeguata protezione dai radicali.
2.2. Il sistema antiossidante enzimatico
Il sistema antiossidante enzimatico comprende:
 SOD superossido dismutasi: 
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metalloenzimi, appartenenti alla classe delle ossidoreduttasi. Catalizzano la reazione di
dismutazione mediante la quale
 trasformano l'anione superossido in perossido di idrogeno e acqua. Si riconoscono due
forme, intra ed extra-cellulare, e  tre classi di SOD che si differenziano tra loro per il tipo
di metallo presente nel sito attivo:
1. SOD rame -zinco (CU,Zn-SOD)
2. SOD ferro (Fe-SOD)
3. SOD manganese (Mn-SOD).
La maggiore attività antiossidante a livello seminale, è attribuibile alla Cu-SOD (75%),
il  restante  25%  invece,  alla  Fe-SOD.  Per  entrambi  questi  due  enzimi,  il  sito  di
produzione sembra esser rappresentato dalla prostata [ 92 ] . 
 CT Catalasi:
 enzima  appartenente  alle  ossidoreduttasi,  coinvolto  nella  detossificazione  di  specie
reattive. Più specificatamente catalizza la trasformazione del perossido di idrogeno in
acqua ed ossigeno molecolare. Attiva inoltre, la capacitazione dello spermatozoo indotta
dalla  nitrico-ossidasi con un meccanismo complicato che prevede anche l'utilizzo del
perossido di idrogeno [ 93 ] . 
Una caratteristica della sua struttura è la presenza di un gruppo eme con un atomo di Fe
in  posizione  centrale.  La  sua  attività  è  stata  dimostrata  in  mitocondri  ,  reticolo
endoplsmatico e nel citosol di  diversi tipi cellulari [ 94] .
 Ne è stata dimostrata la presenza sia in cellule spermatiche che nel liquido seminale,  di
umani e di ratti [ 87 ] .
 GPX  Glutatione perossidasi: 
catalizza la riduzione del perossido di idrogeno e perossidi organici, compresi i perossidi
di fosfolipidi [ 91 ] . Nel suo sito attivo, contiene selenio sotto forma di selenocisteina
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[92].  Nel  liquido   spermatico,  si  trova  principalmente  nella  matrice  mitocondriale,
tuttavia,  ne  è  stata  identificata  anche  una  forma  nucleare  con   ha  la  funzione  di
proteggere  il  DNA  spermatico  dal  danno  ossidativo  e  partecipare  al  processo  di
condensazione della cromatina  [95,96]. 
2.3. Il sistema antiossidante non enzimatico
Il sistema antiossidante non enzimatico comprende:
 composti sintetizzati dall'organismo quali: glutatione, ubichinolo o coenzima Q,
melatonina, acido urico;
 composti di origine alimentare quali: L'acido pantotenico e complesso delle vit.
B, l'acido ascorbico o vit.  C, carnitina,  tocoferoli  tra cui la vit.E,  carotenoidi
(beta-carotene,  luteina,  zeaxantina,  criptoxantina,  licopene)  e  vit.A,  polifenoli
(flavonoidi,  resvetarolo),  oligoelementi  (selenio,  rame,  zinco,  manganese)
[77,97].
2.3.1. Composti sintetizzati dall’organismo
Il glutatione è un tripeptide costituito dall’unione di una molecola di acido glutammico,
 una di cisteina ( donatore del gruppo tiolico ( -SH ), responsabile dell'attività biologica
del  Glutatione.)  e  una  di  glicina.  Il  glutatione  rappresenta  il  più  abbondante  tiolico
intracellulare (circa il 95% del totale)  dotato di proprietà antiossidante, rappresentando
il più potente ed importante antiossidanti prodotti dall’organismo.  Assolve alla funzione
di mantenere allo stato ridotto i gruppi −SH di molti enzimi e proteine. L’importanza di
questa  funzione  è  legata  al  fatto  che  l’ossidazione  dei  gruppi−SH  provoca,  nella
maggior  parte  dei  casi,  l’inattivazione o  la  perdita  della funzione  biologica  della
proteina.  Il  glutatione  è  in  grado  di  reagire  direttamente  con  numerose  specie
radicaliche dotate di elevata tossicità (soprattutto i radicali dell’ossigeno), evitando in tal
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modo  che  tali  molecole  altamente  reattive  possano  danneggiare  le  macromolecole
biologiche.  Inoltre  esso,  è  anche  utilizzato  come  cofattore  di  una  serie  di  enzimi
(glutationeperossidasi, glutationereduttasi, glutationesintetasi).
La glutationeperossidasi catalizza  la  dismutazione  del  perossido d’idrogeno (H2O2) e
dei  perossidi  organici  (ROOH) utilizzando  il  GSH come cofattore.  Delle  due  forme
esistenti  una,  selenio-dipendente,  catalizza  solo  la  dismutazione  di  H2O2 secondo lo
schema  2H2O2+2GSH  →  2H2O+O2 +  GSSG  +2H+;  quella  selenio-indipendente
catalizza  principalmente  la  dismutazione  dei  perossidi  organici  secondo  lo  schema
ROOH+2GSH → ROH+GSSG+1/2O2+2H+. In  entrambe  le  reazioni,  2  molecole  di
GSH vengono ossidate a GSSG. La glutationereduttasi catalizza la riduzione del GSSG,
secondo lo schema GSSG+NADPH+H+→ → 2GSH+NADP+ [98].
Come si evince dalle reazioni sopra riportate, il glutatione ridotto, agisce cedendo il suo 
idrogeno (H+) che funge da accettore di un elettrone (e-) proveniente da molecole 
reattive dell'ossigeno,  neutralizzando i radicali liberi.
Il glutatione così ossidato, riacquista la propria attività antiossidante, ritornando nella 
forma ridotta; ciò avviene grazie ad un enzima NADPH dipendete, chiamato glutatione 
reduttasi.
Questa capacità di rigenerarsi di  continuo ha contributo a considerare il glutatione come
il più potente antiossidante presente nell'organismo umano [98].
Pertanto, il glutatione protegge le membrane cellulari dall'ossidazione lipidica e previene
la formazione di radicali liberi dell'ossigeno. Un deficit di glutatione porta all'instabilità
del tratto intermedio degli spermatozoi, che si traduce in un disturbo della motilità [99].
Diversi studi hanno evidenziato che, la supplementazione con glutatione negli uomini
infertili, con varicocele unilaterale o infiammazioni dell'apparato urogenitale, porta ad
un miglioramento significativo dei parametri spermatici [100]. 
Tuttavia  l'integrazione  con  glutatione  pone  svariate  difficoltà.  Diverse  ricerche,
suggeriscono che il glutatione assunto per via orale non venga efficacemente assorbito a
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livello  intestinale.  Già  nel  1992,  Witschi  e  collaboratori,  dimostrarono  che  non  è
possibile incrementare i livelli di glutatione circolanti attraverso somministrazione orale,
anche  ricorrendo  a  dosaggi  particolarmente  ampi  (3  grammi  contro  i  100-600  mg
normalmente proposti come integrazione) [101].  Infatti il glutatione non riuscendo ad
attraversare  le  membrane  cellulari,  la  sua  concentrazione  nei  fluidi  biologici  può
aumentare  solo  dopo  somministrazione  sistemica.  Si  concentra  quindi,  nel  liquido
seminale,  dove protegge  gli  spermatozoi  dallo  stress  ossidativo,  in  particolar  modo
durante i processi infiammatori. Agisce in maniera indiretta attraverso un miglioramento
delle condizioni metaboliche e del microambiente testicolo-epididimario, determinando
un miglioramento della motilità,della morfologia e della cinetica degli spermatozoi [82].
Inoltre, la concentrazione di glutatione nell'organismo può esser aumentata ricorrendo
alla somministrazione orale di uno dei suoi  precursori, l'amminoacido solforato cisteina
contenuto nell'N-acetil-cisteina, composto che si è dimostrato capace di  migliorare la
motilità degli spermatozoi e di previene i danni ossidativi al DNA dello sperma [102].
Altro composto in grado di incrementare il livello di glutatione è l'acido pantotenico,
composto dotato di capacità antiossidanti e quindi in grado di proteggere  i tessuti dallo
stress ossidativo [103].
Il coenzima Q10 é un componente liposolubile appartenente al gruppo degli ubichinoni,
funge  da  trasportatore  di  idrogeno  nelle  catene  di  ossidoriduzione  a  livello
mitocondriale, svolgendo un importante ruolo nella produzione di energia. É inoltre un
antiossidante  e ha funzione protettiva  contro i  radicali  liberi. Agisce nella  sua forma
ridotta (ubiquinolo) come come potente antiossidante in diversi sistemi biologici,come le
membrane citoplasmatiche e le lipoproteine. In particolare l'ubichinone 10, inibisce la
formazione di idroperossido nel fluido seminale ed è correlato con la conta spermatica e
la motilità, migliorando tali parametri in soggetti infertili [82].
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2.3.2. Composti di origine alimentare
I Carotenoidi sono un gruppo di composti organici liposolubili contenuti principalmente
nei  vegetali  gialli,  arancioni  e  rossi.  Sono  antiossidanti  naturali,  responsabili
dell'integrità  delle membrane cellulari,  della proliferazione cellulare,  e sono coinvolti
nella regolazione della spermatogenesi [104]. Pertanto la carenza di carotenoidi nella
dieta può contribuire alla riduzione della motilità degli spermatozoi.
Vitamina E ( α - tocoferolo) è un composto chimico organico liposolubile la cui attività
antiossidante è basata principalmente sulla capacità di ridurre la perossidazione lipidica
catturando i radicali liberi. Così , la vitamina E protegge principalmente i componenti
della  membrana spermatica  dai  danni  ossidativi  e,  in  misura  minore  ,  diminuisce  la
produzione  di ROS .  Studi  in  vitro hanno dimostrato  che la  vitamina  E previene la
ridotta  motilità  degli  spermatozoi  e  migliora  anche  la  loro  capacità  di  fecondazione
dell'ovocita  [105].  Studi  in  vivo  hanno  dimostrato  che  nei  maschi  infertili,  e  più
specificatamente oligoastenospermici (con un ridotto numero e motilità di spermatozoi),
la supplementazione con vitamina E è risultata efficace nel aumentare la motilità dello
sperma diminuendo la concentrazione di  (MDA) malonildialdeide [106,107].  MDA è
un prodotto stabile dell'ossidazione degli acidi grassi della membrana citoplasmatica e
quindi, un indicatore indiretto dell'intensità del processo all'interno della cellula [ 108 ] .
Si è riscontrato infatti, che la concentrazione di MDA nel liquido seminale è due volte
più alto nei uomini  astenozoospermici rispetto a maschi normozoospermici, e che  la
sua riduzione correla bene con la bassa percentuale di successo nel tentativo di ottenere
una gravidanza. É stato osservato inoltre, un effetto maggiore della Vit. E sulla  motilità
degli spermatozoi, quando la sua somministrazione è combinata con selenio [ 107 ].
 
Il  Selenio  è  un  micronutriente  essenziale  per  il  normale  sviluppo  testicolare,  la
spermatogenesi , la motilità e la funzionalità degli spermatozoi [109 ].  É  stato accertato
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che il selenio previene il danno ossidativo al DNA dello sperma, pertanto la mancanza di
selenio può esser correlata con:
 l' atrofia dei tubuli seminiferi;
  i disturbi nella spermatogenesi e maturazione degli spermatozoi nell'epididimo;
  la riduzione del volume testicolare;
  un aumento percentuale di spermatozoi con morfologia anormale (soprattutto
la testa e il tratto intermedio );
 ridotta  motilità [110,111].
 Oltre  il  selenio  ,  anche  lo  zinco  e  il  rame  sono  oligoelementi   importanti  per   il
fisiologico funzionamento dei testicoli e il normale svolgimento della spermatogenesi .
Lo zinco è un componente  coinvolto in numerose reazioni  enzimatiche,  regolanti  la
biosintesi di acidi nucleici e proteine,  e il processo di divisione cellulare.
Le concentrazioni di zinco , rame e selenio  del plasma seminale correlano bene con la
qualità del liquido spermatico [ 112,113] .
Vitamina C (acido ascorbico) è una sostanza idrosolubile, presente nel liquido seminale
in  concentrazione  circa 10 volte superiore  rispetto a quella del siero ematico. Questa
vitamina ha un alto potere antiossidante, e riveste un importante ruolo nella protezione
del  DNA spermatico dagli effetti nocivi dei ROS [114]. La concentrazione della vit. C è
strettamente correlata con il numero e la motilità di spermatozoi. Sono stati riscontrati
infatti, ridotti livelli di vitamina C associati ad elevati livelli di ROS nel liquido seminale
di  maschi   astenozoospermici  [79], e  miglioramenti  della  motilità  spermatica
strettamente dipendenti dalla concentrazione di vitamina C, specialmente nei fumatori
[115]. Sembra che la supplementazione  con vitamina  C e la  vitamina E possa agire
sinergicamente  nel  ridurre  l'impatto  dello  stress  ossidativo  sulle  cellule  spermatiche
[116].
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La carnitina. É un acido carbossilico a corta catena  appartenente alla famiglia  delle
metilammine (intermedi nella produzione di molte sostanze chimiche contenenti azoto).
Ha  il  ruolo  biologico  di carrier, (trasportatore)  degli  acidi  grassi  a  lunga  catena  dal
citoplasma cellulare all’interno dei mitocondri, dove vengono beta ossidati producendo
energia sottoforma di ATP. Il meccanismo è noto come carnitina acil-CoA transferasi
[117].  Pertanto,  la  carnitina,  svolge  un  ruolo  fondamentale  nella  maturazione  degli
spermatozoi e nel loro metabolismo, provvedendo a garantire l'energia di pronto utilizzo.
La  sua  concentrazione  è  quindi  correlata  con  la  motilità  degli  spermatozoi.  La
somministrazione  ha  mostrato  la  capacità  di  migliorare  la  concentrazione  e  la  conta
nemaspermica totale nei soggetti con astenozoospermia [82].
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Capitolo 3
                                                  3.1 MYO-INOSITOLO
3.1.1. Caratteristiche del myo-onositolo.
L'inositolo è un poliolo carbociclico, di cui esistono nove stereoisomeri. La forma più
abbondante in natura è il myo-inositolo (cis-1,2,3,5-trans-4,6-cicloesanesolo), che ha la
stessa formula molecolare del glucosio (C6 H12  O6) ma diversa struttura. Chimicamente
non è  uno zucchero,  essendo i  monosaccaridi,  nella  loro forma ciclica,  emiacetali  o
emichetali  (strutture  eterocicliche  contenente  ossigeno).  Appartiene   al  gruppo  delle
vitamine del complesso B, e più precisamente è denominata vit.B7. É contenuto sia nei
tessuti  animali,  dove presenta  struttura  fosfolipidica,  sia  nei  tessuti  vegetali,  dove si
presenta sotto forma di acido fitico ( acido inorganico che lega il calcio e il ferro in un
complesso  insolubile  e  interferisce  con  il  loro  assorbimento).
Le fonti più abbondanti di inositolo sono rappresentate da:
 cereali integrali;
 germe di grano;
 avena;
 noci;
 agrumi;
 carni in generale (soprattutto fegato).
L’inositolo,  presente  nei  prodotti  alimentari  di  origine  vegetale  come  fitato  viene
idrolizzato nell’intestino dall’enzima fitasi. L’assorbimento dell’inositolo libero a livello
intestinale dipende da un trasporto attivo dipendente dalla temperatura, sensibile al pH ,
su  base  stereospecifica  ed  inibito  dalla  florizina.  Il  fosfatidilinositolo,  presente  nei
prodotti  alimentari  di  origine  animale,  assunto  con  la  dieta,  viene  idrolizzato  dalla
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fosfolipasi  pancreatica,  ulteriormente  modificato  da  altri  enzimi  ed  assorbito  dalla
mucosa intestinale [117].
L’inositolo viene attivamente sintetizzato all’interno dell’organismo umano,e in quantità
di  gran  lunga  superiore  rispetto  a  quella  ingerita  con  l’alimentazione.  La  sintesi  si
realizza a partire dal glucosio-6-fosfato ad opera di  da due enzimi:
 sintetasi MYO-1-fosfato (ISYNA1);
 MYO-monofosfato-1 (IMPA1) [117].
I due tessuti maggiormente coinvolti sono:
 il fegato
  i reni.
Si stima che i due reni nell’uomo sintetizzino circa 4 grammi al giorno di inositolo (a
fronte  di  circa  1  gr  introdotto  con  l’alimentazione).  Quest'ultimo  rappresenta  anche
l'organo  principale  deputato  al  catabolismo  dell’inositolo,  pertanto  è  il  regolatore
primario della concentrazione dell’inositolo plasmatico nell’uomo, il cui valore normale
e di circa  29 μmoli. Contribuiscono poi alla produzione del inositolo, anche altri tessuti
extrarenali  quali:  testicoli,  tiroide,  milza  ed  ipofisi.
In  particolare,  i  testicoli  presentano  una  concentrazioni  di  inositolo  fino  a  28  volte
superiori  a  quelle  riscontrabili  nel  plasma.  La produzione del  inositolo  testicolare  si
realizza principalmente a livello  delle cellule  del sertoli,  laddove sono presenti  i  più
elevati livelli di enzimi di sintesi. L'inositolo, non essendo in grado di attraversare le
tight-junctions dell'epitelio testicolare, rimane concentrato a livello del liquido contenuto
nei  tubuli  seminiferi,  giustificando  così  la  maggior  concentrazione  di  inositolo  del
plasma  seminale  rispetto  alla stessa concentrazione sierica.  Il successivo trasporto
dell'inositolo all'interno delle cellule, si realizza ad opera di una proteina ( SLC5A3 )
sensibile  alle  variazioni  di  osmolarità  (la  cui  espressione  aumenta  in  condizioni  di
ipertonicità), responsabile del co-trasporto Na+/inositolo [118].
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3.1.2 Funzioni biochimiche del myo-inositolo
All'interno delle cellule, le funzioni biochimiche dell'inositolo, si estrinsecano attraverso
tre “forme“ dello stesso composto:
1. FOSFATIDILINOSITOLO: 
Rappresenta  la  gran  parte  dell'inositolo  intracellulare,  ed  esercita  la  sua  funzione
primariamente  a  livello  della  membrana  plasmatica  come  precursore  di  secondi
messaggeri ai sistemi di trasmissione che controllano l'attività cellulare.
All'interno delle cellule, l'enzima fosfolipasi C (PLC) scinde un fosfolipide di membrana
il  fosfatidilinosotolo  bifosfato  (PIP2)  in  dialcilglicerolo  (DAG) e  inositolo  trifosfato
(InsP3), entrambi con funzione di secondi messaggeri. Il DAG attiva la protein-kinasi C
(PCK), che attivata fosforila diverse proteine intracellulari. L'InsP3 si lega invece, ad un
recettore sulla membrana dek reticolo endoplasmatico, determinando l'attivazione di un
canale per il calcio e il conseguente rilascio dai siti di deposito.
I fosfatidilinositoli subiscono l'azione catalitica di diverse kinasi con la formazione di
composti  variamente  fosforilati,  ognuno  dei  quali  agisce  come  sito  di  legame  per
proteine effettrici regolando in tal modo diversi processi cellulari. É pertanto coinvolto
in un vasto numero di processi biologici:
 Trasduzione del segnale per FSH;
 Assemblaggio del citoscheletro
 Sviluppo del nervo;
 Controllo della concentrazione intracellulare di calcio;
 Mantenimento del potenziale di membrana e delle cellule;
 Modulazione dell'attività della serotonina;
 Riparazione di grassi e riduzione del colesterolo nel sangue;
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 Espressione genica.
         2.   INOSITOLO PENTAFOSFATO:
Ricopre  un   ruolo  di  spicco  nella  regolazione  dell’affinità  dell’emoglobina  per
l’ossigeno.
          3.   INOSITOLO LIBERO: 
Svolge  un'importante  funzione  nella  spermatogenesi:  livelli  bassi  di  inositolo
determinano  una  scarsa  maturazione  degli  spermatozoi  e  alterazioni  nella  loro
migrazione dall’epididimo [117].
3.1.3. Funzioni fisiologiche dell'inositolo
L'inositolo riveste numerosi ruoli essenziali per la funzionalità cellulare. A livello del
sistema  nervoso  contribuisce  alla  conduzione  degli  impulsi  nervosi,  ed  è  stata
evidenziata una correlazione tra la diminuizione dei livelli di inositolo nei nervi e l'età.
La quantità di inositolo è particolarmente abbondante nell'encefalo, dove agisce come
principale osmoregolatore: il pool degli inositoli viene regolato dalla quantità di osmoliti
presenti,  attraverso  un  sistema  di  trasporto  Na  dipendente.  Diversi  studi  hanno
evidenziato l'efficacia della somministrazione di inositolo nel trattamento di depressione,
Alzheimer,  attacchi di panico, disordini ossessivi-compulsivi,  stress post-traumatico e
controllo del dolore [119]. 
L'inositolo  agisce  da  insulino  sensibilizzante,  essendo  gli  inositolo-fosfoglicani
mediatori dell'insulina, stimola la produzione endogena di lecitina e il metabolismo dei
grassi,  ristabilendo  l'equilibrio  del  colesterolo  circolante  nel  sangue  e  svolgendo
un'azione protettiva a livello del circolo arterioso. La supplementazione prolungata nel
tempo  di  inositolo,  si  è  dimostrata  efficacie  nel  regolare  condizioni  di  ipertensione
arteriosa lieve [120]. 
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3.1.4. Effetti e sintomi da carenza di myo-inositolo
Ricerche eseguite su cellule di lievito hanno mostrato che, quando private di inositolo, i
processi  metabolici  sono  impediti  nel  loro  funzionamento  e  conseguentemente  la
maggior parte delle cellule muoiono. In altri studi, la carenza di inositolo nelle cellule di
lievito porta a malformazioni delle pareti delle cellule e all’impossibilità delle cellule
figlie  di  separarsi  dalla  cellula  madre.  Si  è  anche  riscontrata  l’inibizione  della
fermentazione e dell’attività di ossidazione, così come una diminuzione del livello di
coenzimi nucleotidi (NAD e FAD).
Diversi fattori influenzano l'assorbimento o il fabbisogno di inositolo, causando stati di
carenza           nutrizionale.  .
In particolare:
 la caffeina: limita notevolmente l'assorbimento di inositolo;
 i sulfamidici: incrementano il fabbisogno di inositolo;
 la diuresi: può causare carenza da perdita di inositolo,come nel caso di
diabete  insipido  e  nell’eccessiva  assunzione  di  acqua.
La carenza di inositolo presenta diverse implicazioni cliniche, e pertanto si manifesta
con sintomi a carico di svariati apparati e organi come esplicitato in tabella 2 [117].
Tabella II-Patologie causate dalla carenza di inositolo.
Apparato/organo                           patologia
Apparato gastro-enterico               Stitichezza.
Cute e capelli                                 Calvizie, fragilità cutanea, eczema.
Sistema nervoso                            Ansia, depressione, insonnia, vertigini, schizofrenia,neuropatie.               
Fegato                                            Cirrosi, steatosi.
Apparato respiratorio                    Asma.
Sistema vascolare                          Aterosclerosi, ictus, ipertensione, ipercolesterolemia, malattie C.V.
Sistema endocrino                         PCOS, infertilità, DM.
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Occhio                                          Glaucoma.
Generale                                       Sovrappeso, obesità, insonnia.
3.2. Myo-inonitolo e riproduzione
Altra importante implicazione clinica dell'inositolo è legata al suo coinvolto in diversi
aspetti della riproduzione:
 embriogenesi,  prevenzione  del  tubo  neurale  e  stimolazione  di  surfactante  a
livello  polmonare [121].  Diversi  studi,  hanno  evidenziato  il  ruolo  del  myo-
inositolo  nello  sviluppo  del  tubo  neurale,  e  vari  modelli  sperimentali
suggeriscono l'ipotesi  che,  l'insorgenza  di  DNTs sia  legata  ad alterazione  del
signaling dell'inositolo [122].
 sviluppo  degli  ovociti: concentrazioni  elevate  di  myo-inositolo  a  livello  del
fluido follicolare  rivestono un  ruolo fondamentale nel processo di maturazione
follicolare  ed  embrionale,  rappresentando  un  marker  della  buona  qualità
ovocitaria. Sono stati dimostrati inoltre, effetti positivi del MIO-INOSITOLO, su
pazienti  con Sindrome dell’Ovaio Policistico (PCOS), affette  da anovulazione
cronica ed infertilita’. Il myo-inositolo, grazie alla sua capacita di aumentare la
sensibilita all’insulina, ha effetti benefici sull’ovulazione e sulla produzione di
androgeni in donne con sindrome dell’ovaio policistico. La somministrazione di
myo-nositolo  e  stata  associata  ad  una  riduzione  della  concentrazione  di
testosterone  nel  siero  e  ad  un  aumento  della  concentrazione  dell’SHBG.
Simultaneamente alla riduzione della secrezione d’insulina, le donne che hanno
assunto myo-inositolo hanno mostrato un ottimo miglioramento della funzione
ovulatoria.  Evidenze  scientifiche  hanno  dimostrato,  inoltre,  che  la
supplementazione  di  inositolo  contribuisce  a  ridurre  i  quantitativi  di  FSH
necessari  all’ovulazione,  migliorare  la  qualita  ovocitaria  (riduzione  della
presenza di vescicole germinali e di oociti degenerati), e aumentare il numero di
ovociti  raccolti  dopo  stimolazione  ovarica  in  pazienti  che  si  sottopongono  a
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procedure  di  Procreazione  Medicalmente  Assistita  (PMA)  quali  Fivet  o  Icsi.
Evidenza scienza di tali effetti,  è quanto riportato in uno studio randomizzato,
“Endocrine  and clinical  effects  of  myo-inositol  administration  in  polycystic
ovary  syndrome”,  effettuato  presso  il “Dipartimento  di  Medicina  della
Riproduzione  e  dello  Sviluppo  Bambino,  Divisione  di  Ostetricia  e
Ginecologia , Università di Pisa , Pisa”. Lo studio, con l'Obiettivo di valutare gli
effetti della somministrazione di myo-inositolo (MYO) sui parametri ormonali in
un gruppo di pazienti con sindrome dell'ovaio policistico (PCOS)  ha coinvolto,
dopo consenso informato, 50 pazienti con  PCOS sovrappeso. Le pazienti, divise
in due gruppi, sono state sottoposte a terapia per 12 settimane (gruppo A (n¼10):
MYO 2 g di acido folico,  più di 200 mg al giorno; Gruppo B (n¼10): acido
folico 200 mg al giorno). Sono state effettuate valutazioni ormonali e un test di
tolleranza al glucosio orale (OGTT), prima e dopo le 12 settimane di terapia. I
risultati del trattamento hanno evidenzato:
1. significativo miglioramento  della sensibilità all'insulina, espressa come rapporto
glucosio-insulina e indice HOMA .
2. restauro dei livelli ormonali e della normale ciclicità mestruale in tutti i soggetti 
con amenorrea e oligomenorrea.
• spermatogenesi. 
Il  myo-inositolo è presente in elevate  concentrazioni  all'interno dei tubuli  seminiferi,
laddove è sintetizzato ex-novo, principalmente a livello delle cellule del sertoli (oltre che
nelle  cellule  epiteliali  epididimali),  a  partire  dal glucosio,  per l'azione di  due enzimi
presenti in elevata concentrazione: 
 myo-inositolo-1-fosfato sintetasi (ISYNA1):converte il glucosio-1-fosfato in myo-
inositolo-1-fosfato;
 myo-inositolo-monofosfatasi-1  (MPA1):converte  il  myo-inositolo-1-fosfato  in
myo-inositolo.
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Il  myo-inositolo  è  trasportato  poi  all'interno  delle  altre  cellule  da  una  proteina  di
trasporto,  la  Na/myo-inositolo  (SLC5A3),  sensibile  alle  variazioni  di  osmolarità
dell'ambiente circostante. Queste cellule sono in contatto con il compartimento luminale,
ossia  con  un  unico  microambiente,  all'interno  del  quale  le  concentrazioni  di  myo-
inositolo sono elevate. É possibile identificare un gradiente di concentrazione del plasma
seminale che tende ad aumentare lungo l'epididimo e il dotto deferente. È noto inoltre
che  il  myo-inositolo  è  un  osmolita,  che  si  suppone,  possa  esser  coinvolto  nel
mantenimento di uno stato osmotico ideale nei casi in cui la cellula si trovi in ambiente
iperosmotico.  All'interno  del  rene,  infatti,  il  myo-inositolo  è  importante  per  la
regolazione osmotica (principalmente a livelli della branca ascendente di Henle), per cui
si ipotizza possa avere un ruolo analogo anche a livello riproduttivo. A sostegno di ciò,
è l'evidenza che cellule del Sertoli poste in ambiente ipertonico aumentano l'espressività
di SLC5A3[123].
È stata suggerita una possibile funzione del myo-inositolo nella regolazione non solo
dell'osmolarità,  ma  anche  del  volume  del  fluido  seminale  vescicolare,  a  livelli
epididimario, dove minori concentrazioni di inositolo si associano ad una riduzione della
fertilità [124]. 
La valutazione dell'alterazione nell'espressione di proteine in soggetti astenozoospermici
ha  mostrato  un  coinvolgimento  dell'IMPA1,  enzima  che  è  essenziale  anche  per  lo
sviluppo embriogenetico.  È possibile che, le aumentate  concentrazioni  di  IMPA1 nei
pazienti  azoospermici,  possano  essere  correlate  alla  riduzione  della  motilità  degli
spermatozoi riscontrate in questi soggetti [125].
È  stato  inoltre  suggerito  un  ruolo  dell'inositolo,  oltre  che  nella  chemiotassi,  nella
termotassi  degli  spermatozoi  umani,  processi  entrambi  importanti  al  fini  della
fecondazione. Gli spermatozoi infatti, sono particolarmente sensibili a piccole variazioni
della temperatura, come i cambiamenti che si ritrovano lungo le vie genitali femminili al
momento  dell'ovulazione,  migrando  quindi  da  zone  più  fredde   verso  quelle  a
temperatura  più  alte.  Questo  meccanismo  coinvolge  l'attivazione  della  PLC,  con
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conseguente   produzione di InsP3 e apertura dei canali correlati ai recettori dell'InsP3.
Ne  consegue,  rilascio  di  Ca++  con   raggiungimento  di  elevate  concentrazioni
intracellulari all'interno del flagello e migrazione [126].
Il myo-inositolo, possiede un ruolo chiave come secondo messaggero intracellulare che
si esplica attraverso la  regolazione  dei  livelli  di  Ca++intracellulare,  mediante i  quali
regola la motilità degli spermatozoi, la capacitazione e la reazione acrosomiale.
L'impiego  del  Ca++,  da  parte  delle  cellule  come messaggero  intracellulare,  richiede
un'importante regolazione della sua concentrazione all'interno della cellula. Le sedi di
tale regolazione a livello degli spermatozoi, sono state riconosciute sia nella membrana
plasmatica che a livelli dei mitocondri. Inoltre, la presenza dei recettori dell'inositolo 1-
4-5 trifosfato (InsP3-R) a livello dell'acrosoma degli spermatozoi di cavia, suggerisce
che l'acrosoma sia una sede intracellulare di Ca++ [127].
Altra sede importante di deposito di Ca++ intracellulare è stata riconosciuta a livello del
collo dello spermatozoo  [128].
In particolar modo, nella testa dello spermatozoo, il Ca++è un messagero chiave. Esso
modula,  direttamente  o  attraverso  intermedi,  l'attività  di  diversi  enzimi  tra  cui  la
fosfolipasi C, protein kinasi C, fosfolipasi A2, ecc. Ognuna di queste  molecole partecipa
alla trasmissione del segnale che porta, in seguito al legame dello spermatozoo alla zona
pellucida, all'esocitosi del contenuto acrosomiale. Uno dei ruoli essenziali del Ca++ è la
partecipazione  all'attivazione  della  PLC che idrolizza  il  fosfatidilinositolo  in  DAG e
InsP3. L'InsP3, modula le variazioni intracellulari di Ca++ attraverso l'attivazione dei
recettori dell'inositolo 1-4-5-trifosfato (InsP3-R), che si trovano a livello delle membrane
intracellulari delle sedi di accumulo del Ca++. Il legame dell'InsP3 ai rispettivi recettori,
determina  cambiamenti  conformazionali  dei  canali,  favorendo il  rilascio  di  Ca++.  In
questo processo, svolge un ruolo importante  anche la calreticulina (CRT), localizzata a
nell'acrosoma  di  spermatozoi  felini.  Negli  spermatozoi  umani  invece,  vi  è  una  co-
localizzazione di CRT e InsP3-R, a cui ascrivere le alterazioni intracellulari  di Ca++
osservate durante l'iperattivazione e la reazione acrosomiale  [129].
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L'attivazione di questi sistemi di trasmissione intracellulare, comporta un aumento del
Ca++  citosolico  con  conseguente  aumento  del  Ca++  mitocondriale,  che  stimola  il
metabolismo  ossidativo  e  quindi  la  produzione  di  ATP  in  risposta  alla  richiesta
energetica cellulare  [129].
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                                                         Capitolo 4
                4.1.tecniche di laboratorio per la preparazione del liquido seminale.
Il  liquido  seminale  è  costituito  da  una  sospensione  concentrata  di  spermatozoi
immagazinata  negli  epididimi  che,  al  momento  dell'eiaculazione,  viene  miscelata  e
diluita  con le  secrezioni  delle  ghiandole  accessorie  del  tratto  genitale.  Il  volume del
liquido  è  costituito  per  il  90%  dalle  secrezioni  delle  ghiandole  accessorie,
principalmente  dai  prodotti  prostatici  e  delle  vescichette  seminale,  mentre  un  minor
contributo  proviene  dalle  ghiandole  bulbouretrali  (ghiandole  di  Cowper)  e  dagli
epididimi.Il liquido ha due principali parametri quantizzabili:
 il  numero  totale  di  spermatozoi  che  riflette  la  produzione  nemaspermica  dei
testicoli e la pervietà dei dotti eiaculatori post-testicolari;
 il volume del campione prodotto dalle ghiandole accessorie, che riflette l'attività
secretoria delle stesse.
Altri parametri importanti  per la funzione nemaspermica sono rappresentati da motilità,
vitalità, morfologia, nonché della composizione del liquido seminale  [130].
É stato dimostrato che la qualità del liquido seminale varia a seconda della tipologia di
raccolta  del  campione.  L'eiaculato  raccolto  per  ipsazione,  in  contenitore,  in  appositi
spazi in prossimità del laboratorio,  può esser di qualità inferiore rispetto all'eiaculato
ottenuto  durante  un  rapporto.  Questa  differenza  può  indicare  una  diversa  forma  di
eccitazione sessuale, in quanto il tempo necessario per produrre un campione seminale
per  masturbazione,  che  riflette  il  protrarsi  dell'emissione  sessuale  prima
dell'eiaculazione,  influenza anche la qualità del liquido. In determinate circostanze di
raccolte, la qualità del liquido seminale dipende da fattori che normalmente non possono
esser  modificati,  quali  la  produzione  testicolare  di  spermatozoi,  la  secrezione  delle
ghiandole  accessorie,  patologie  recenti  (in  particolare  quelle  febbrili),  e  i  giorni  di
astinenza che dovrebbero esser segnalati e considerati nell'interpretazione dei  risultati.
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I risultati della valutazione laboratoristica della qualità seminale dipendono da:
 La  raccolta  completa  del  campione.  Infatti,  durante  l’eiaculazione  la  prima
frazione  del  liquido  seminale  che  viene  emessa  è  la  prostatica,  ricca  di
spermatozoi, mentre le ultime frazioni sono vescicolari  [131]. Per tale motivo, la
perdita  della  prima  parte  dell’eiaculato  (ricca  di  spermatozoi)  influenza
maggiormente il risultato dell’analisi, rispetto alla perdita della porzione finale.
 L’attività delle ghiandole accessorie, cioè le secrezioni in cui vengono diluiti, al
momento  dell’eiaculazione,  gli  spermatozoi  epididimari  [132]. La
concentrazione  degli  spermatozoi,  infatti,  non  è  una  misura  diretta  della
produzione  testicolare,  in  quanto  è  influenzata  dall’attività  di  altri  organi
riproduttivi.  La produzione testicolare è  indicata,  invece,  dalla  concentrazione
totale  di  spermatozoi  eiaculati  (concentrazione  di  spermatozoi  per  ml
moltiplicato  il  volume  testicolare).  Per  esempio,  la  concentrazione  di
spermatozoi per ml, nel liquido seminale di uomini giovani e anziani, può essere
simile,  ma la concentrazione per eiaculato può cambiare,  in quanto,  in alcuni
casi, sia il volume del fluido seminale che la produzione totale di spermatozoi
diminuiscono con l’età [133].
 l periodo di astinenza sessuale. In assenza di eiaculazione, infatti, gli spermatozoi
accumulati nell’epididimo, si versano nell’uretra e vengono espulsi nelle urine
[134]. Una prolungata astinenza sessuale, peraltro, non influenza la vitalità e la
cromatina degli spermatozoi  [135],  a meno che non venga alterata la funzione
epididimaria [136].
 Le dimensioni  testicolari,  che influiscono sulla  concentrazione di  spermatozoi
totali  per  eiaculato  [137].  La  dimensione  del  testicolo,  infatti,  è  un  indice
dell’attività spermatogenetica e influenza la morfologia degli spermatozoi [138].
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L’aumento  delle  conoscenze  della  fisiologia  della  riproduzione  maschile  e  dei
meccanismi della fecondazione insieme all’avvento di tecniche di fertilizzazione in vitro
sempre più efficaci, capaci di offrire una possibilità di cura a condizioni finora ritenute
non trattabili, hanno portato ad un profondo cambiamento nella gestione dell’infertilità
maschile rispetto alla pratica tradizionale. L’iter diagnostico deve articolarsi in modo da
permettere un corretto inquadramento eziologico della patologia maschile e la scelta di
un  trattamento  efficace  [139]. Una  coppia  si  può  definire  infertile  in  assenza  di
concepimento dopo 12/24 mesi  di  rapporti  non protetti.  Pertanto,  le  indagini di  base
vanno eseguite  dopo almeno un anno di infertilità,  mentre quelle più invasive vanno
avviate dopo circa 2 anni. È importane ricordare che il problema può derivare da una
combinazione di fattori provenienti  da entrambi i componenti  della coppia, per cui è
necessario sempre tenere conto del potenziale di fertilità della partner femminile, che
andrebbe valutato contemporaneamente. Un corretto inquadramento clinico prevede, in
prima istanza, la dettagliata raccolta della storia medica e sessuale della coppia associata
all'esame obiettivo completo, seguito poi, dalle analisi di laboratorio e dalla diagnostica
strumentale [140]. 
L'iter diagnostico risulta così composto:
1. Anamnesi accurata con valutazione anche del fattore femminile
2. Esame obiettivo
3. Spermiogramma
4. Ecocolordoppler scrotale
5. Ecografia transrettale di prostata, vescicole seminali e dotti eiaculatori.
In relazione ai risultati di queste indagini, proporzionatamente alla gravità ed al tipo di
infertilità, si passerà eventualmente ad una diagnostica di 2° livello rappresentata da :
1. Diagnostica ormonale
2. Diagnostica genetica (Cariotipo,studio delle microdelezioni dell’Y -DAZ)
3. Test seminali di 2°-3° livello
4. Esami citologici / colturali su secreto prostatico (EPS)
5. Diagnostica invasiva [130].
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I test di laboratorio utilizzati a fini diagnostico, vengono classificati come:
1. di primo livello o iniziali, utili cioè a definire il potenziale riproduttivo maschile; 
2. di  secondo livello,  mirati  ad  identificare  specifiche  condizioni  patologiche  ed
orientare verso scelte terapeutiche razionali;
3. di  terzo  livello o  ultra-specialistici,  utili  per  la  diagnosi  e  la  prognosi  delle
condizioni da sottoporre a tecniche di riproduzione assistita [130].
4.2.Test diagnostici di primo livello
L’esame  del  liquido  seminale  (LS)  o  spermiogramma  è  il  test  di  laboratorio  più
ampiamente utilizzato per la diagnosi dell’infertilità nel maschio e va eseguito sempre
come  primo  esame  nel  work-up  dell’infertilità  di  coppia.  È  bene  sottolineare  che  i
risultati di questo esame (numero, motilità e morfologia degli spermatozoi) sono misure
indirette della funzione degli spermatozoi e non correlano direttamente con la capacità
fecondante. Per la standardizzazione operativa e per rendere i risultati comparabili tra i
vari laboratori, l’esame del LS deve essere praticato secondo le procedure raccomandate
dall’organizzazione  Mondiale  della  Sanità  (WHO),  che  sono  riportate  nel  WHO
laboratory manual for the examination of the human ejaculate and sperm-cervical mucus
interaction  [140]. Il  manuale  WHO  indica  i  valori  normali  di  riferimento  e  la
nomenclatura da utilizzare nei referti (Tab. III, IV). Utilizzando i dati offerti dall’esame
del  LS  e  le  informazioni  anamnestiche  (durata  dei  tentativi  di  fecondazione,  età  e
potenziale  di  fertilità  della  partner)  si  può stimare  con maggiore  approssimazione  la
probabilità di future gravidanze spontanee. Di fronte ad un esame seminologico risultato
nella norma non è necessario ripetere l’indagine. Qualora lo spermiogramma risultasse
alterato è consigliabile ripeterlo  una–due volte nei tre mesi successivi [130].
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Tabella III. Valori normali per il referto dello spermiogramma secondo la WHO (2).
Volume                                                             2.0 mL o più
Concentrazione spermatica                              20 milioni/mL o più
Motilità                                                            50% o più con motilità progressiva o, 25% o più con motilità
                                                                         progressiva rapida entro 60 min dall’eiaculato
Morfologia                                                       30% o più forme normali
Leucociti                                                          Inferiori ad 1 milione/mL
Immunobead test                                              Numero di spermatozoi con particelle adese inferiori al 20%
SpermMar test                                                  Numero di spermatozoi con particelle adese inferiori al 10%
Tabella IV. Nomenclatura per il referto dello spermiogramma secondo la WHO (2).
Normozoospermia                                              Eiaculato normale come da Tabella I
Oligozoospermia                                                Concentrazione spermatica <20 x 10 6 / mL
Astenozoospemia                                               Spermatozoi <50% con progessione rapida (categoria a e b)
                                                                            o spermatozoi <25% con categoria a di movimento
Teatozoospermia                                                Spematozoi <30% con normale morfologia
Oligo-asteno-terato-zoospermia                          Alterazione di tutte e tre le variabili
Azoospermia                                                       Assenza di spermatozoi nell’eiaculato
Aspermia                                                             Assenza di eiaculato
L’esame del liquido seminale comprende :
1. Valutazione macroscopica dell’eiaculato  (FLUIDIFICAZIONE, VISCOSITA', 
ASPETTO, VOLUME e PH.)
2. Valutazione  microscopica  dell’eiaculato  (AGGLUTINAZIONE,
AGGREGAZIONE, VITALITA' E CONCENTRAZIONE NEMASPERMICA,
MOTILITA' E MORFOLOGIA.) [130]. 
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4.2.1.Valutazione macroscopica iniziale
L’analisi del liquido seminale, inizia con una prima valutazione, dopo 30 minuti dalla
fluidificazione e non oltre 1 ora dall’eiaculazione, al fine di prevenire la disidratazione o
i cambiamenti di temperatura che possono influenzare la qualità seminale.
Fluidificazione
Immediatamente dopo l’eiaculazione, nel contenitore in cui è stato raccolto il campione,
il liquido seminale appare tipicamente come un coagulo semisolido. Entro pochi minuti
a temperatura ambiente, ha inizio il processo di fluidificazione del seme, durante il quale
il  liquido  seminale  diventa  più  fluido  e  contemporaneamente  si  può  osservare  una
miscela eterogenea di grumi. Con il procedere della fluidificazione, il liquido seminale
diventa  più  omogeneo  e  piuttosto  acquoso,  mentre  negli  stadi  finali  del  processo
rimangono  solo  piccole  zone  con  coaguli.  L’intero  campione  seminale  fluidifica
solitamente entro 15 minuti, a temperatura ambiente, anche se raramente può impiegare
60 minuti o più. Solitamente i campioni seminali normali, alla fine della fluidificazione,
possono  contenere  granuli  simili  a  gelatina  (corpi  gelatinosi),  che  non  fluidificano;
questi granuli  non sembrano avere un significato clinico.  La presenza di filamenti  di
muco, comunque, può interferire con l’analisi seminale [130].
Alcune volte i fluidi seminali non fluidificano e ciò rende difficoltosa la valutazione del
campione. In questi casi sono necessarie ulteriori procedure di miscelazione meccanica o
digestione enzimatica.
1. Alcuni  campioni  possono essere  indotti  a  fluidificare  aggiungendo  un eguale
volume di tampone fisiologico e pipettando ripetutamente.
2. La disomogeneità può essere ridotta mediante delicati e ripetuti passaggi (6-10
volte) attraverso una siringa con ago smussato di diametro 18 (diametro interno
0.84 mm) o 19 (diametro interno 0.69 mm).
3. Per promuovere il processo di fluidificazione può essere di aiuto la digestione
mediante bromelina, un enzima proteolitico ad ampia specificità [130].
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Viscosità del liquido seminale
Una  volta  completata  la  fluidificazione,  la  viscosità  del  campione  seminale  viene
valutata  aspirando  delicatamente  il  fluido  con una  pipetta  monouso  di  plastica,  con
apertura ampia  (approssimativamente 1.5 mm di diametro)  in modo da consentire  al
liquido seminale di gocciolare per gravità, osservando la lunghezza di ogni filamento
ottenuto. Un campione seminale normale fuoriesce dalla pipetta formando piccole gocce
separate. Se la viscosità è alterata, la goccia formerà un filamento lungo più di 2 cm. In
alternativa,  la  viscosità  può essere  valutata  introducendo  una  bacchetta  di  vetro  nel
campione  ed  esaminando  la  lunghezza  del  filamento  che  si  forma  al  momento
dell’estrazione  della  bacchetta.  La  viscosità  dovrebbe  essere  considerata  anormale
quando  la  lunghezza  del  filamento  supera  i  2  cm.  Al  contrario  di  un  campione
parzialmente  non  fluidificato,  un  liquido  seminale  viscoso  mostra  una  viscosità
omogenea e una densità che non cambia nel tempo. Una elevata viscosità si identifica
dalle proprietà  di elasticità del campione,  che si retrae fortemente quando si tenta di
pipettarlo. I metodi per diminuire la viscosità sono gli stessi che vengono utilizzati in
caso di fluidificazione ritardata [130].
Aspetto dell’eiaculato
L’aspetto  fisiologico  di  un  campione  seminale  fluidificato  è  omogeneo,  grigio-
opalescente.  Il  liquido  seminale  può  mostrare  un  aspetto  meno  opaco  se  la
concentrazione di spermatozoi è molto bassa; il colore potrebbe essere differente, per es.
rosso-bruno indicativo della presenza di emazie (emospermia), o giallo in pazienti con
ittero o che assumono alcune vitamine o farmaci [130].
Volume del liquido seminale
Il  volume  dell’eiaculato  è  prodotto  principalmente  dalle  secrezioni  delle  vescicole
seminali  e  dalla  prostata  e  in  minore  misura  dalle  ghiandole  bulbouretrali  e  dagli
epididimi. Una misura precisa del volume è essenziale in ogni valutazione dei campioni
seminali,  in  quanto  ciò  permette  il  calcolo  della  concentrazione  totale  delle  cellule
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nemaspermiche  e  non  nemaspermiche  nell’eiaculato.  Il  volume  del  seme  può  esser
misurato raccogliendo il campione direttamente in un cilindro di vetro graduato [130].
pH del liquido seminale
Il  pH  seminale  deriva  dal  bilanciamento  del  pH  delle  secrezioni  delle  ghiandole
accessorie, in particolare le secrezioni alcaline delle vescicole seminali e quelle acide
della  prostata.  Il  pH dovrebbe essere  misurato,  dopo la  fluidificazione  ad  un tempo
costante,  preferibilmente  dopo  30  minuti,  ma  in  qualche  caso  entro  1  ora
dall’eiaculazione, in quanto è influenzato dalla mancanza di CO 2 che si verifica dopo la
produzione del campione. Per la rilevazione del pH si possono utilizzare indicatori di pH
con un range da 6.0 a 10.0 [130].
Nel caso di liquidi seminali  viscosi, il  pH di piccole aliquote di fluido seminale può
essere misurato avvalendosi dell’uso di un pHmetro, messo a punto per la valutazione di
soluzioni viscose [142].
4.2.2.Valutazione microscopica iniziale 
La valutazione microscopica si basa sull’utilizzo del microscopio a contrasto di fase.
Inizialmente si esegue una valutazione generale dei preparati allestiti, a ingrandimento
100x (ciò deriva dal prodotto dell’ingrandimento dell’obiettivo 10x per l’ingrandimento
dell’oculare 10x). Questa prima indagine fornisce una visione d’insieme del campione
che rileva la presenza di:
• filamenti di muco;
• zone di spermioagglutinazione o di aggregazione nemaspermica;
•  altre  cellule  non  nemaspermiche,  per  esempio  cellule  epiteliali,  “cellule  rotonde”
(leucociti e cellule germinali immature). 
Si procede poi all’osservazione del preparato a ingrandimenti 200x o 400x (derivanti
dalla  combinazione  dell’ingrandimento  dell’obiettivo  20x o 40x con l’ingrandimento
dell’oculare 10x).
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Tale osservazione permette di valutare:
• la motilità degli spermatozoi;
• il numero degli spermatozoi;
• la morfologia degli spermatozoi [130].
Aggregazione nemaspermica
Si  considera  una  aggregazione  non-specifica  l’adesione  tra  di  loro  di  spermatozoi
immobili o di spermatozoi mobili a filamenti di muco, alla componente cellulare non
nemaspermica o a detriti [130].
Agglutinazione nemaspermica
Si definiscono agglutinazioni specifiche quelle in cui gli spermatozoi mobili aderiscono
tra di loro, testa-testa, coda-coda, o in forma mista. La motilità spesso è vigorosa con un
movimento  agitatorio  frenetico,  ma  in  alcuni  casi  gli  spermatozoi  sono  talmente
agglutinati che i loro movimenti sono limitati. Gli spermatozoi mobili che si legano tra
di  loro  per  la  testa,  coda  o  tratto  intermedio,  dovrebbero  essere  annotati.  Dovrebbe
essere segnalato il tipo principale di agglutinazione che riflette il grado (1-4) e il sito di
legame (A-E) [130]. (vedi Fig. 2):
• grado 1: isolata                                   <10 spermatozoi coinvolti in ogni agglutinazione,
                                                               molti spermatozoi liberi.
• grado 2: moderata                               10-50 spermatozoi coinvolti in ogni
                                                               agglutinazione, spermatozoi liberi.
• grado 3: ampia                                    agglutinazioni con >50 spermatozoi, qualche
                                                               spermatozoo ancora libero.
• grado 4: grossolana                             tutti gli spermatozoi sono agglutinati e le
                                                               agglutinazioni sono interconnesse.
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Fig. 2 Schema delle diverse localizzazioni delle agglutinazioni nemaspermiche
Testa-testa
Coda-coda (le teste sono libere e si muovono al
di fuori delle agglutina zioni)
Estremità della coda-estremità della coda
Miste (chiare agglutinazioni testa-testa e coda-
coda)
Groviglio (teste e code avviluppate. Le teste non
sono al  di  fuori  delle  agglutinazioni  in quanto
sono inglobate nelle agglutinazioni coda-coda)
Conta delle cellule non nemaspermiche
La presenza nel liquido seminale di cellule non nemaspermiche può essere indicativa di
danno testicolare (cellule germinali immature), di patologie dei dotti efferenti (epitelio
ciliato) o di infiammazione delle ghiandole accessorie (leucociti). Il numero di cellule
non  nemaspermiche  nel  liquido  seminale  [cellule  epiteliali,  cellule  rotonde  (cellule
germinali  e  leucociti)  o  teste  e  code  di  spermatozoi  isolate]  può  essere  valutato  in
preparazioni  a  fresco  fissate  mediante  l’utilizzo  dell’emocitometro.  Con  maggior
accuratezza,  la  prevalenza  di  cellule  rotonde  rispetto  agli  spermatozoi,  può  essere
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valutata su vetrini fissati e colorati, preparati con liquido seminale non diluito. Se N è il
numero di cellule rotonde contate nello stesso numero di campi per 400 spermatozoi, ed
S è la concentrazione di spermatozoi rilevata (10 6  per ml), la concentrazione (C) di
cellule rotonde (10 6  per ml) si può calcolare mediante la formula C = S × (N/400)
[130]. 
Valutazione delle cellule germinali immature nel liquido seminale
Le cellule  germinali  includono spermatidi  rotondi  e spermatociti,  ma solo raramente
spermatogoni. Questi possono essere individuati su strisci di campioni seminali colorati,
ma  possono  risultare  difficilmente  distinguibili  da  cellule  infiammatorie  quando  le
cellule  stanno  degenerando.  Spermatidi  e  spermatociti  possono  solitamente  essere
differenziati  dai  leucociti  in  uno striscio di  liquido seminale  colorato  con tecnica  di
Papanicolaou [143]. L’identificazione può basarsi sulla colorazione, sulla grandezza e la
forma del  nucleo,  sull’assenza  di  perossidasi  intracellulare  e  sull’assenza  di  antigeni
specifici dei leucociti. Sul piano morfologico gli spermatidi multinucleati possono essere
facilmente  confusi  con  i  leucociti  polimorfonucleati  ma  presentano  una  colorazione
rosata  in  contrasto  con quella  più  bluastra  dei  leucociti  PMN  [143].  Gli  spermatidi
rotondi possono essere identificati con colorazioni specifiche per l’acrosoma in via di
sviluppo,  con lectine  o con anticorpi  specifici  [144].  La dimensione  del  nucleo può
inoltre  aiutare  nell’identificazione:  gli  spermatogoni  (raramente  rilevati  nel  liquido
seminale)  hanno un nucleo di  approssimativamente  8 μm,  gli  spermatociti  hanno un
nucleo di circa 10 μm e gli spermatidi hanno un nucleo di circa 5 μm. Queste dimensioni
sono solamente indicative, poiché la degenerazione e le divisioni alterano le dimensioni
del nucleo.
Motilità nemaspermica
Il  grado  della  motilità  progressiva  degli  spermatozoi  è  fortemente  correlato  alla
percentuale di gravidanza [145]. Ai fini di una accurata valutazione della motilità degli
spermatozoi  nel  liquido  seminale,  viene  analizzata  di  preferenza,  30  min  dopo  la
fluidificazione del campione  e non oltre 1 ora dall’eiaculazione, per limitare gli effetti
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deleteri  sulla  motilità  della  disidratazione,  del  pH o dei  cambiamenti  di  temperatura
[130].
Il  sistema  di  classificazione  della  motilità  spermatica  più  utilizzato,  distingue  gli
spermatozoi  in  progressivi,  non-progressivi  e  immobili.  Pertanto  la  motilità  degli
spermatozoi è classificata nel modo seguente:
• Motilità progressiva (PR): lo spermatozoo si muove attivamente, in modo lineare o in
un ampio circolo, indipendentemente dalla velocità.
• Motilità non-progressiva (NP): comprende tutti gli altri tipi di motilità in cui non c’è
progressione  nello  spazio,  per  es.  movimenti  che  descrivono  piccoli  circoli  oppure
quando l’onda flagellare riesce a spostare appena la testa o ancora quando si osserva
soltanto il movimento flagellare.
• Immobilità (IM): nessun movimento.
Il limite di riferimento per la motilità totale (PR+NP) è 40% (5° percentile, IC 95% 38
-42). Il limite di riferimento per la motilità progressiva (PR) è 32% (5° percentile, IC
95% 31–34) [130].
Vitalità nemaspermica.
La vitalità degli spermatozoi, valutata mediante l’integrità della membrana cellulare, può
essere determinata routinariamente su tutti i campioni, ma è particolarmente importante
per i campioni con meno del 40% di motilità progressiva.  La percentuale di spermatozoi
vitali viene valutata identificando quelli con membrana cellulare intatta, mediante:
 esclusione del colorante;
 rigonfiamento iposmotico.
 L’esclusione del colorante si basa sul principio che le membrane cellulari danneggiate,
come si osserva nelle  cellule  andate incontro a morte,  permettono la penetrazione di
coloranti che normalmente non permeano la membrana.  Il rigonfiamento iposmotico si
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basa sul presupposto teorico che solo le cellule con membrana intatta (cellule vitali) si
rigonfiano in soluzione ipotonica.  I limiti di riferimento  per la vitalità (spermatozoi con
membrana intatta) è 58% (5° percentile, IC al 95% 55-63) [130].
Concentrazione nemaspermica
Il numero di spermatozoi totale per eiaculato e la concentrazione di spermatozoi sono
correlati  sia  al  tempo  di  attesa  per  la  gravidanza   [146]  che  alla  percentuale  di
gravidanza  [147] e sono predittivi del concepimento  [148]. È necessario acquisire un
numero  maggiore  di  dati  sulla  correlazione  tra  numero  totale  di  spermatozoi  e  il
successo  riproduttivo.  Il  numero  di  spermatozoi  nell’eiaculato  viene  calcolato  dalla
concentrazione  di  spermatozoi  determinata  nell’analisi  seminale.  Se  non  c’è
un’ostruzione nel tratto genitale maschile e il periodo di astinenza non è breve, nel caso
di eiaculati normali il numero totale di spermatozoi dell’eiaculato viene correlato con il
volume testicolare [149] ed è, quindi, una misura della capacità dei testicoli di produrre
spermatozoi  [150] e della pervietà delle vie genitali. La concentrazione di spermatozoi
nel  liquido  seminale,  sebbene  sia  correlata  con  la  percentuale  di  fecondazione  e
gravidanza,  è  influenzata  dal  volume  delle  secrezioni  provenienti  dalle  vescicole
seminali  e  dalla  prostata  [132]e  non  rappresenta  un  indice  specifico  della  funzione
testicolare.
Morfologia
Classificazione della normale morfologia nemaspermica
Gli spermatozoi  sono costituiti  da una testa,  un collo,  un tratto  intermedio,  un tratto
principale e un tratto finale. Poichè il tratto finale è difficilmente visibile al  microscopio
ottico,  si  possono considerare come cellule  normali,  quelle  costituite  da una testa  (e
collo) e una coda (tratto intermedio e tratto principale) regolari. Tutte le forme dubbie
vengono considerate atipiche.
59
• La testa si presenta liscia, con contorni regolari e generalmente di forma ovale. Risulta
costituita da una regione acrosomiale ben definita, che comprende il 40-70% dell’area
della testa  [151] e consta di diversi vacuoli che non occupano più del 20% della testa
dello spermatozoo. 
•  Il tratto intermedio si presenta sottile,  regolare e circa della stessa lunghezza della
testa. L’asse maggiore del tratto intermedio risulta allineato con l’asse maggiore della
testa dello spermatozoo. Il residuo citoplasmatico viene considerato una atipia soltanto
quando è in eccesso,  cioè quando eccede un terzo della dimensione della  testa dello
spermatozoo [152].
•  Il tratto principale presenta un calibro uniforme lungo tutta la sua lunghezza, risulta
più sottile rispetto al tratto intermedio e lungo approssimativamente 45 μm (circa 10
volte la lunghezza della testa). Può essere avvolto su se stesso.
I criteri di valutazione sono suggeriti dall’ Organizzazione Mondiale di Sanità (WHO) e
sono per lo spematozoo normale:
 testa ovale 3.5 m x  2-3 m 
 area acrosomiale 30% della testa
 tratto intermedio 7-8 m x 1 m 
 coda 4 -5 m
Classificazione della morfologia degli spermatozoi atipici(fig.3)
I  campioni  di  liquido  seminale  umano  presentano  spermatozoi  con  differenti  tipi  di
alterazioni.  I  difetti  della  spermatogenesi  e  alcune  patologie  epididimarie  sono
comunemente  associate  con un aumento  della  percentuale  di  spermatozoi  con forma
anomala.  I  difetti  della  morfologia  sono  di  solito  misti.  Gli  spermatozoi  anomali
generalmente hanno un più basso potenziale di fecondazione, in base alle tipologie di
anomalie, e possono contenere anche un DNA alterato. I difetti della morfologia sono
associati  ad  un  aumento  di  frammentazione  del  DNA  [153],  a  un  incremento  di
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incidenza di alterazioni strutturali dei cromosomi, a cromatina immatura e aneuploidie
[154]. Notevole importanza,  quindi,  viene data alla forma della  testa, sebbene venga
presa in considerazione anche la coda degli spermatozoi (tratto intermedio e principale).
Si distinguono le seguenti categorie di difetti:
•  Difetti  della testa:  grande o piccola,  a punta, piriforme,  rotonda, amorfa,  vacuolata
(vacuoli >2 o area della testa occupata da aree vacuolari non colorate >20%), vacuoli
nella  regione  post-acrosomiale,  acrosoma piccolo  o grande (<40% o >70% dell’area
della testa), teste doppie o qualsiasi combinazione di queste.
•  Difetti del collo e del tratto intermedio: inserzione asimmetrica del tratto intermedio
nella testa,  tratto  intermedio ispessito o irregolare,  angolato,  eccessivamente sottile o
qualsiasi combinazione di queste.
• Difetti del tratto principale: corto, multiplo, rotto, liscio piegato a forcina, fortemente
angolato, di spessore irregolare, arrotolato, o qualsiasi combinazione di queste.
•  Residui  citoplasmatici  in  eccesso  (ERC):  questi  vengono  associati  a  spermatozoi
atipici prodotti da un processo spermatogenetico alterato. Gli spermatozoi caratterizzati
da una grande quantità di citoplasma colorato in modo irregolare, che rappresenta un
terzo o più della dimensione della testa ed è spesso associato con tratti intermedi alterati
[152],  sono  atipici.  Questo  eccesso  di  citoplasma  dovrebbe  essere  chiamato  goccia
citoplasmatica [144].
Fig. 3 Disegni schematici di alcune forme atipiche di spermatozoi umani
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Tenendo conto di tutti  i  parametri  valutati,  le caratteristiche di normalità  del liquido
seminale sono:
Volume 2 – 4 ml              Zone di agglutinazione assenti
Leucociti < 1.0x106/ml               Fluidificazione 15’ – 1ora
Concentrazione 20x106/ml  o più Viscosità normale
Motilità (rapida + debole) > 50 % Morfologia(tipi normali)> 30 %
4.3.Test diagnostici di secondo livello
 Esami ormonali
Il dosaggio dei livelli delle gonadotropine (FSH ed LH) e del testosterone è utile negli
uomini con azoospermia, volume testicolare ridotto e segni di deficit degli androgeni per
distinguere l’ipogonadismo primario dal secondario  [155]. Bassi livelli di LH, FSH e
testosterone suggeriscono un ipogonadismo ipogonadotropo (secondario), alti livelli di
gonadotropine  un  ipogonadismo  primitivo.  Nella  diagnostica  degli  ipogonadismi
secondari da patologia ipotalamo-ipofisaria può essere utile il dosaggio della PRL. Un
dosaggio complementare può essere quello dell’estradiolo nel sospetto di leydigioma o
di patologie sistemiche (epatopatia). Il livello dell’FSH aiuta a distinguere l’ostruzione
dai  deficit  primitivi  testicolari  nei  soggetti  con  azoospermia,  volume  testicolare  e
virilizzazione normali. L’aumento dei livelli di FSH indica sempre un danno importante
a livello del tubulo, come dimostrato dagli studi quantitativi delle biopsie testicolari e
dal  riscontro  di  livelli  elevati  di  FSH  nella  maggioranza  degli  uomini  infertili  con
concentrazione  spermatica  inferiore  a  5  milioni/mL  [155].  Un  ulteriore  aiuto  nella
diagnostica delle testicolopatie primitive può essere offerto dall’applicazione su larga
scala  del  dosaggio  dell’inibina  B,  dal  momento  che  attualmente  è  disponibile  una
metodica  ELISA affidabile.  Questa  forma  di  inibina  è  un  prodotto  delle  cellule  del
Sertoli,  risulta  assente  negli  orchiectomizzati  ed ha  una reciproca  correlazione  con i
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livelli di FSH negli uomini con patologia testicolare e, pertanto, la sua determinazione
può essere un marker utile della funzione tubulare nell’uomo [156].
• Esame batteriologico
In  pazienti  con  asteno/oligoastenospermia  si  può  sospettare  una  infezione  delle
ghiandole sessuali accessorie, qualora all’esame del LS vi sia una viscosità aumentata,
pH basico e oltre 1 milione di leucociti/mL. Gli esami batteriologici del LS e delle urine
possono essere integrati  dall’esame del  tampone uretrale  e  delle  urine raccolte  dopo
massaggio  prostatico.  Oltre  ai  coliformi,  la  Chlamydia  trachomatis,  la  Neisseria
Gonorrhoea e l’Ureaplasma urealyticum possono essere responsabili di uretriti, cistiti o
epididimiti.
 Anticorpi antispermatozoo
In caso di asteno/oligoastenospermia, di LS normale ma con postcoital test negativo o di
infertilità inspiegabile si può sospettare una causa autoimmune. Gli spermi sono cellule
sequestrate  che  esprimono  numerosi  antigeni  di  superficie,  e  possono  indurre  una
risposta  immune.  La  formazione  di  anticorpi  antispermatozoo  è  stata  riscontrata  in
uomini sottoposti a vasectomia, o a traumi testicolari di varia origine (biopsia testicolare,
criptorchidismo, cancro testicolare, infiammazione testicolare) [157]. La percentuale di
soggetti  con anticorpi  antispermatozoo  nella  popolazione  infertile  è  tra  il  4  e  l’11%
rispetto  alla  popolazione  fertile  [158].  Il  ruolo  degli  anticorpi  antispermatozoo
nell’infertiltà  maschile  non  è  del  tutto  chiaro,  ma  studi  recenti  dimostrano  che  gli
anticorpi  antispermatozoi  diretti  contro  antigeni  della  superficie  spermatica  possono
interferire con importanti funzioni come la motilità, la penetrazione nel muco cervicale,
la  capacitazione  e  l’interazione  spermatozoo-ovocita  [157].  Gli  anticorpi
antispermatozoi sono usualmente IgG o IgA. Sebbene entrambi i tipi siano quasi sempre
associati, la presenza di sole IgA o di una percentuale di anticorpi adesi superiore al 50%
è considerata significativa per una infertilità di natura immunologica. I più comuni test
di  ricerca  degli  anticorpi  antispermatozoi  adesi  agli  spermatozoi  [158] sono
rappresentati da:
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• Test per anticorpi adesi agli spermatozoi (test diretti).
1.Il mixed antiglobulin reaction (MAR) test  e  l’Immunobead test (IBT). Il MAR test
viene  eseguito su un campione di  liquido seminale  in  toto mentre  il  test  IB utilizza
spermatozoi lavati. I dei due test presentano protocolli variabili e risultati non sempre
omogenei [159].Tuttavia, i risultati del test IB si correlano bene con i risultati del test di
immobilizzazione che individua anticorpi nel siero.I beads aderiscono agli spermatozoi
mobili  ed immobili,  e  viene così  calcolata  la  percentuale  di  spermatozoi  mobili  con
anticorpi legati.  Come valore di riferimento viene indicato il valore soglia  del 50% di
spermatozoi mobili con beads adese.
• Test per la ricerca di anticorpi antispermatozoo in fluidi privi di spermatozoi,  come
plasma seminale,  siero di  sangue e muco cervicale  solubilizzato (test  indiretto).  In
questi  test  il  fluido,  inattivato  al  calore e diluito,  viene incubato con spermatozoi  di
donatore liberi da anticorpi che sono stati lavati dal plasma seminale. Qualsiasi ASA nel
fluido  sospetto  si  legherà  in  modo  specifico  agli  spermatozoi  del  donatore  i  quali
saranno poi  valutati  mediante  test  diretto.  Per  avere  risultati  attendibili  è  importante
consentire un tempo sufficiente all’interazione fra spermatozoo e anticorpi in quanto la
visibilità  dell’agglutinazione  potrebbe  impiegare  fino  a  10  minuti  di  tempo.  É
importante ricordare che la motilità degli spermatozoi diminuisce con il tempo e i test
dipendono dalla presenza di spermatozoi mobili.
4.4.Test diagnostici di terzo livello
 Analisi genetica
Le anomalie cromosomiche si riscontrano con una frequenza dieci volte superiore nei
maschi  infertili  rispetto  alla  popolazione  generale  [160].  L’analisi  del  cariotipo  va
eseguita in tutti i soggetti con azoospermia e severa oligozoospermia e nei casi di aborto
ripetuto. Delezioni non visibili al microscopio, o microdelezioni, del braccio lungo della
Y  sono  state  trovate  associate  con  una  compromissione  della  spermatogenesi
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(oligozoospermia severa e azoospermia)[160]. La prevalenza di queste alterazioni è stata
calcolata  tra l’1 ed il  35 % (8% in media)  dei soggetti  infertili  [161].  La ricerca di
microdelezioni  viene  raccomandata  come  un  importante  stadio  diagnostico  nelle
alterazioni  severe  della  spermatogenesi  soprattutto  per  la  valutazione  del  potenziale
rischio di trasmettere  l’alterazione a nati  da tecniche di fecondazione assistita  [162].
Tuttavia, l’ampia variabilità della prevalenza delle microdelezioni e l’assenza di chiara
correlazione genotipo-fenotipo sminuiscono il significato prognostico di questo esame.
Alterazioni geniche di tipo autosomico sono state associate ad infertilità e riguardano il
gene  deputato  alla  fibrosi  cistica  (CFTR).  Il  50-70%  degli  uomini  con  ACVD  ha
mutazioni del gene CFTR [160]. Uno studio molecolare del gene della fibrosi cistica è
importante in tutti i soggetti con agenesia dei deferenti e dovrebbe essere obbligatorio in
quelli che siano candidati a prelievo per ICSI [160].
 Test di funzionalità spermatica
Poiché l’esame standard del LS non è predittivo nei confronti della capacità fecondante
degli spermatozoi, sono stati messi a punto dei test che valutano differenti aspetti della
funzione  spermatica:  la  vitalità,  il  passaggio  nelle  vie  genitali  femminili,  la
capacitazione,  l’interazione con l’ovocita e la sua penetrazione (Tab. III).  Questi  test
sono diventati molto popolari negli anni ‘80 proprio per lo sviluppo delle tecniche di
inseminazione  e  di  fecondazione  assistita.  Il  post-coital  test  (PCT)  permette  una
valutazione dell’interazione spermatozoo muco cervicale. Il PCT valuta la penetrazione
da  parte  degli  spermatozoi  di  un  seme  liquefatto  nel  muco  cervicale  e  la  loro
sopravvivenza  in  questo  ambiente,  dando  indicazioni  sulla  motilità  degli  spermi  e
sull’interferenza degli anticorpi o delle caratteristiche fisico-chimiche del muco. Il PCT
può aiutare a scegliere una tecnica di inseminazione più appropriata per la coppia. Le
tecniche di micro-manipolazione hanno ridato importanza ai  test  di valutazione della
vitalità  perché  possono permettere  di  distinguere  le  cellule  spermatiche  immobili  da
quelle  morte.  Altri  test  utilizzati  sono l’emizona  assay  che  misura  la  capacità  dello
spermatozoo di legare la zona pellucida dell’ovocita umano ed i test di capacitazione e
di induzione della reazione acrosomiale, che possono essere predittivi del risultato della
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fecondazione in vitro [139]. L’avvento dell’ICSI ha ridotto la richiesta di questi esami
sia perché nessuno di essi singolarmente preso sembra predittivo del fallimento della
procedura  terapeutica,  sia  perché  molte  coppie  scelgono  di  sottoporsi  al  trattamento
indipendentemente dalle possibilità prognosticate.
Tabella V. Principali test di funzione spermatica.
Test                                                                             Funzione
Eosin test, swelling test                                      Integrità membrana, vitalità
Post coital test                                                    Passaggio vie genitali femminili e muco cervicale
Interazione muco-sperma                                   Sopravvivenza e motilità nel muco cervicale
Slide test                                                             Sopravvivenza e motilità nel muco cervicale
Capacitazione,                                                    Capacitazione
Reazione acrosomiale                                         Capacitazione
Zona-binding assay                                             Fertilizzazione ovocita
HOPT (Hamster penetration ovum test)             Fertilizzazione ovocita 
4.4.1 Test di capacitazione
Nello sperma umano si distingue una:
 componente cellulare:
comprendente precursori della linea germinale, sottopopolazioni di spermatozoi vivi e
apoptotici, detriti cellulari, leucociti, cellule epiteliali
 componente liquida:
comprendente  plasma seminale  costituito  da  proteine,  lipidi,  prostaglandine,  ormoni,
ioni,  acido  citrico,  fruttosio,  una  grande  varietà  di  enzimi  tra  cui  anche  enzimi
proteolitici, zinco, carnitina, bicarbonati, muco. 
Le tecniche di trattamento dello sperma umano per la fecondazione assistita hanno lo
scopo di:
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1) Isolare  il  maggior  numero  di  spermatozoi  vivi,  dotati  di  buona  motilità
progressiva e morfologia , minimizzando lo stress ossidativo;
2) Indurre in vitro la CAPACITAZIONE. Si tratta della fase finale di maturazione
dello  spermatozoo  dove  acquista  la  capacità  di  interagire  con  il  complesso
cumulo-ovocita,  subisce  la  reazione  acrosomiale  e  diventa  potenzialmente  in
grado di fecondare gli ovociti [130].
Per  raggiungere  tali  obiettivi,  è  necessario  procedere  alla  separazione  degli
spermatozoi dal plasma seminale, in quanto:
• dopo l’eiaculazione diviene citotossico per un rapido aumento della osmolarità
[163]
• contiene fattori decapacitanti 
• contiene  fattori  la  cui  prolungata  esposizione,  mostrano   effetti  avversi  sulla
funzionalità  spermatica,  quali  la  penetrazione  del  muco  cervicale,  la  reazione
acrosomiale in vitro e il processo di fecondazione [164].
In linea teorica, una tecnica di separazione spermatica”ideale” dovrebbe :
1. Essere facile, veloce e con costi contenuti;
2. Isolare il più alto numero di spermatozoi mobili possibili;
3. Non causare danno o alterazione fisiologica agli spermatozoi separati;
4. Eliminare spermatozoi non vitali, leucociti e batteri;
5. Permettere di processare il più grande volume di eiaculato
Nessun metodo disponibile soddisfa tutte queste esigenze, quindi la scelta della tecnica
di preparazione del seme è dettata dalla qualità del campione [130].
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Indicazioni generali al trattamento
Si procede con la raccolta del campione e all’operatività dello stesso, in condizioni di
sterilità. Il terreno di coltura suggerito, è una  soluzione salina addizionata con proteine
(albumina altamente purificata  )  e un appropriato tampone per  mantenere costanti  le
condizioni di pH in cui gli spermatozoi sono processati.
•Se l’incubatore contiene solo aria  atmosferica alla  temperatura di 37°C, il  terreno è
tamponato con Hepes e il tappo del contenitore deve essere ben chiuso
•Se l’incubatore contiene 5% (v/v) di CO2 in aria ad una temperatura di 37°C il terreno
deve  essere  tamponato  con  bicarbonato  di  sodio  e  il  tappo  del  tubo  mantenuto
semiaperto per garantire scambio di gas.
Il campione, subito dopo la raccolta, viene lasciato fluidificare in vitro per 30 minuti a
temperatura ambiente o a 37°C in lenta agitazione. Se non liquefa, si procede con un
ulteriore incubazione di 30 minuti nelle medesime condizioni. Quando la viscosità del
campione è persistente si può intervenire:
 miscelando il seme con ugual volume di terreno di coltura;
 forzare  il  liquido  viscoso attraverso  un ago dal  diametro  interno di  0.84mm
prima e di 0.69 mm poi, collegato ad una siringa;
 trattare  con  enzimi  proteolitici.  Preparare  cioè,  una  soluzione  10  IU/ml  di
Bromelina in tampone fosfato “Dulbecco" da diluire 1:2 con il liquido seminale
e di incubare per 10 minuti a 37°C (WHO) [130].
Altri  enzimi  descritti  dalla  letteratura  sono:  -amilasi  -chimotripsima,  lisozima, 
ialuronidasi, tripsina, [165].
E’ importante rimuovere gli enzimi con lavaggi non appena ottenuta la fluidificazione
per evitare danneggiamento degli spermatozoi [130].
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Efficienza del trattamento.
L’efficienza della tecnica di separazione spermatica (WHO 2010) è espressa come:
1. numero assoluto di spermatozoi
2. numero totale di spermatozoi mobili
3. recupero di spermatozoi mobili con morfologia normale.
Classificazione.
Si distinguono 4 approcci basici per la preparazione degli spermatozoi:
- lavaggio e diluizione
-  migrazione:  requisito  fondamentale  è  il  movimento  autonomo  degli  spermatozoi
(swim-up, migrazione-sedimentazione)
-  centrifugazione in gradiente  di  densità:  sfrutta  l’alta  densità  degli  spermatozoi  da
separare e l’azione di filtro esercitata dagli strati di particelle silice colloidale modificata
impiegata per la separazione
-  metodi  di  aderenza:  si  basa  sull’aderenza  dei  detriti  cellulari  e  dei  leucociti  da
eliminare  ad una matrice  di filtrazione  (fibre di lana di  vetro,  colonne di Sephadex,
membrana, biglie di vetro) [130].
DILUIZIONE e LAVAGGIO
Consiste nella diluizione del seme con il terreno di coltura e successiva centrifugazione.
Fornisce un recupero più alto di spermatozoi se i campioni di liquido seminale sono di
buona qualità.  È spesso usata per la preparazione di spermatozoi per l’inseminazione
intrauterina.
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MIGRAZIONE 
È nota come la tecnica dello “swim-up”, e si caratterizza per la modalità di selezione
degli  spermatozoi,  che si  basa sulla loro capacità  di  migrare dal plasma seminale al
terreno  di  coltura.  Il  liquido  seminale  utilizzato,  di  preferenza,  non  viene  diluito  e
centrifugato prima del swim-up, al fine di evitare i danni perossidativi alle membrane
degli spermatozoi che potrebbero derivare da tale procedimento  [166]. È una tecnica
semplice e poco costosa che rappresenta uno dei metodi di maggiore scelta per separare
spermatozoi mobili. Fornisce una resa di spermatozoi più bassa rispetto al lavaggio, ma
selezionandoli  per   motilità  è  utile  quando la  percentuale  di  spermatozoi  mobili  nel
liquido seminale è bassa, ad esempio, per la IVF e Ia ICSI.
Esistono due diverse procedure di swim up :
• Swim up da strato
Un’aliquota  di  terreno di  coltura  (0,3-0,5ml)  viene  stratificata  sopra 1 ml  di  liquido
seminale contenuto in una provetta a fondo conico e sterile. Viene utilizzato il terreno di
coltura  Ham’s  F10  arricchito  di  albumina  umana  al  5%.  La  provetta  è  lasciata  in
incubazione per 45 minuti (gli spermatozoi mobili migrano verso il terreno di coltura).
Si  controlla  la  concentrazione  di  spermatozoi  mobili  sulla  sommità  del  terreno
stratificato  e  una aliquota  di  questo terreno,  contenente  spermatozoi  così  selezionati,
viene caricata in catetere.
• Swim up da pellet
Il  campione viene  diluito  con il  terreno di  coltura  1:  2  o 1 :  3  e  le  due frazioni  si
miscelano con l’uso di una pipetta. La provetta così preparata si centrifuga a 21 g per
dieci minuti.  Si elimina poi il surnatante,  si aggiunge una aliquota di terreno fino ad
arrivare ad un volume finale di 0,6-0,8 ml e si lascia in incubazione per 45 minuti. Si
controlla la concentrazione di spermatozoi mobili sulla sommità del terreno stratificato e
una aliquota di questo terreno, contenente spermatozoi così selezionati, viene caricata in
catetere [130].
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Fig.4 Trattamento del seme con Swim-up.
GRADIENTI DI DENSITÀ
I  gradienti  discontinui  di  densità,  sono  in  grado  di  fornire  la  migliore  selezione  di
spermatozoi di buona qualità, consentendo una buona separazione da altri tipi di cellule
e detriti. Inoltre, la standardizzazione risulta più agevole rispetto alla tecnica dello swim-
up, e pertanto i risultati sono più consistenti. Viene utilizzata per recuperare e preparare
gli spermatozoi in pazienti oligozoospermici, astenozoospermci o teratozoospermci per
l’uso in IVF e ICSI. Questo metodo utilizza la centrifugazione del plasma seminale su
gradienti  di  densità,  costituiti  da  silice  colloidale  rivestita  con  silano,  che  separa  le
cellule per la loro densità. Inoltre, gli spermatozoi mobili migrano attivamente attraverso
il gradiente per formare un pellet morbido al fondo della provetta. Un semplice metodo
di preparazione di un gradiente di densità discontinuo a due strati è il più diffuso, in
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genere con un 40% (v/v) di densità nello strato più alto e un 80% (v/v) di densità nello
strato  più  basso.  La  preparazione  del  seme mediante  centrifugazione  in  gradiente  di
densità, in genere permette di ottenere una frazione con spermatozoi altamente mobili,
priva di debris e leucociti, cellule non germinali e cellule germinali degenerate.(fig.4)
Si distinguono: 
 PERCOLL
 MINIPERCOLL
Il “percoll” è composto da particelle silicee legate al polivinilpirrolidone, è fornito in
soluzione e diluita con terreno alle percentuali  utili all’impiego (gradienti  al 95%, 70%,
50%). La tecnica si basa sul concetto che, centrifugando cellule diverse in “peso”, per
caratteristiche morfonzionali,  su  gradienti di densità diversi (95%, 70%,50%), le cellule
andranno a distribuirsi, in base al loro peso specifico, in un determinato gradiente. 
PERCOLL o Tecnica a gradienti discontinui da 1ml. In provetta, si stratificano volumi
uguali da 1ml (uno sopra l’altro) di ogni gradiente, al di sopra del quale viene adagoiato
un uguale volume di seme (4ml in tutto). Successivamente, si centrifuga per 15 minuti e
nel  pellet  del  gradiente  maggiore,  si  possono  recuperare   gli  spermatozoi  migliori.
Questa  tecnica  è  utilizzata  per  trattare  semi  di  buona  qualità  (>40x106/ml  ;  >50%
motilità progressiva+non progressiva)
MINIPERCOLL o Tecnica a gradienti discontinui da 0.5ml o da 0.3ml . In provetta si
stratificano  volumi  uguali  da  0.5ml  oppure  da  0.3ml   (uno  sopra  l’altro)  di  ogni
gradiente, e al di sopra del quale viene adagiato un uguale volume di seme (2ml o in
alternativa 1.2ml). Si prosegue con la centrifugazione per 10 minuti, e con il successivo
recuperano degli spermatozoi migliori nel pellet a gradiente maggiore. Questa tecnica è
utilizzata  per  trattare  semi  di  media  e  scarsa  qualità  (<5x106/ml  ;  <<50%  motilità
progrssiva+non progressiva).
Quando il trattamento è ben riuscito, la motilità è almeno dell’ 80%, la morfologia è
migliorata almeno del 30% ed il campione è libero da detriti  e cellule infiammatorie
[130].
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Fig.5  Esempio di trattamento del seme con gradiente.
FILTRAZIONE CON FIBRE DI LANA DI VETRO
La  separazione,  è  principalmente  dovuta  all’adesione  dei  detriti  cellulari  e  degli
spermatozoi immobili, alla superficie di fibre di lana di vetro.  L’efficienza di filtrazione
è legata alle caratteristiche del filtro come ad esempio:
- Natura chimica della lana di vetro (borati, silicati, quarzo)
- Struttura superficiale e carica
- Spessore delle fibre e diametro dei pori
Tuttavia,  da  queste  stesse  caratteristiche,  dipende  anche  il  possibile  rischio  di
danneggiare gli spermatozoi.  Presenta diversi vantaggi, quali: l'alta resa in spermatozoi
mobili, analoga a quella ottenuta dalla CGD, e la possibile applicazione anche nei casi di
oligo  ed  astenozoospermia.  È associata  ad  una  riduzione  del  danno  ossidativo  e
all'eliminazione dei leucociti al 90% . Tra gli svantaggi si annoverano: la possibilità che
il Filtrato contenga detriti cellulari residui , e la lentezza del processo [167].
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                                                          Capitolo 5
5.1 Scopo dello studio
Sulla  base delle  premesse  esplicitate,  questo studio  si  propone di  valutare  gli  effetti
dell'esposizione al myo-inositolo sulla motilità degli spermatozoi. Per raggiungere tale
scopo, sono stati valutati gli spermatozoi di 59 pazienti con oligo-astenospermia e di 9
soggetti  con  parametri  normali  del  liquido  seminale,  reclutati  mediante  consenso
informato. Il materiale spermatico, è stato valutato, in prima istanza su materiale a fresco
al M.O., poi dopo incubazione a 37 °C per 30 minuti,in incubatrice con CO2 controllata
al 5% ed infine dopo incubazione in vitro con 15µl/ml di myo-inositolo per 30 min a
37°C, in incubatrice con CO2  controllata al 5%. Al termine del periodo di incubazione,
sono stati valutati i seguenti parametri:
 Mobilità progressiva (3-4);
 Mobilità non progressiva (1-2-3-4); 
 Immobili. 
5.2 Materiali e metodi
5.2.1. Selezione dei Pazienti
Questo  studio,  svoltosi  tra  ottobre  2013  e  luglio  2014, presso  la   Procreazione
Medicalmente Assistita (PMA) del S.Chiara di Pisa,  ha coinvolto 68 pazienti divisi in
due gruppi:
•    A (soggetti con normali parametri spermatici, n=9)
•    B (pazienti oligo-astenozoospermici, n=59). 
I valori di riferimento del parametri spermatici di laboratorio, sono riportati in tab.6.
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Tabella  VI: valori di riferimento WHO 2010
                   Volume     Num.tot/ml    Conc/eiac    M.P.   M.T.    Morf.Norm     Vital
v.r.5°perc   1,5ml           15x 106                   39x   106              32%      40%           4%                 58%
v.r.50°perc  3,7ml          73x106                  255x106         55%    61%         15%             79%
v.r.75°perc  6,8ml          213x106             802x106         72%     78%        44%             91%
Pertanto, le caratteristiche del liquido seminale   definito normale, comprendono:    
Volume >1,5;                              Num.tot di spermatozoi=39milioni; 
Conc/eiac>15mil/ml;                  Mot.Progrss.-Tot. >32% - >40%
Vitalità>58%;                             Morfologia Norm.>4%.
Le alterazioni della concentrazione degli spermatozoi definiscono  l'oligospermia.   In
base alla  riduzione della concentrazione degli  spermatozoi,  distinguiamo tre classi  di
oligospermia:
1. Lieve: le concentrazioni da 10 a 20 milioni di spermatozoi / ml;
2. Moderata: concentrazioni da 5 a 10 milioni di spermatozoi / ml;
3. Grave: concentrazioni inferiori a 5 milioni di spermatozoi / ml.
Alterazioni della motilità, definiscono l'astenospermia, classificata come segue:
1. Lieve (motilità a 1 ora compresa tra 30 e 40%);
2.  Moderata (motilità a 1 ora compresa tra 20 e 30%); 
3.  Severa (motilità a 1 ora inferiore al 20 %).
Infine  le  alterazioni  di  entrambi  i  parametri,  concentrazione  e  motilità, definiscono
l'oligoastenospermia.
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I  campione  di  liquido  seminale  utilizzati  nei  due  gruppi  dello  studio,  presentano
specifiche caratteristiche laboratoristiche, pertanto, sono stati selezionati dopo una prima
lettura del seme al microscopio ottico, come riportato in tabella 7.
Tabella VII-  Parametri laboratoristici  percentuali medi su materiale a fresco del gruppo dei  CONTROLLI
Motilità3-4                                                                   75% ± 21,24
Motilità1-4                                                                    67% ± 10,7
Immobilità                                                                   32% ± 11,06
Nemaspermi/ml                                                            82 ± 29,92
Volume                                                                          3,4 ml ± 1,01
Colore                                                                            biancastro
Tabella VIII-  Parametri laboratoristici  percentuali medi su materiale a fresco del gruppo dei  CASI
Motilità3-4                                                                   23% ±  9,14
Motilità1-4                                                                    51 %± 16,68
Immobilità                                                                   50% ± 16,84
Nemaspermi/ml                                                            49 ± 37,1
Volume                                                                          3,6 ml ± 1,28
Colore                                                                            giallastro
I  criteri  di  inclusione per  il  gruppo  A,  rappresentando  il  gruppo  di  “controllo”,
corrispondevano ai  valori  di  riferimento dei parametri  spermatici  di  laboratorio della
WHO. 
I criteri di inclusione per il gruppo B, rappresentando il gruppo dei “casi”, facevano
riferimento a specifici valori dei parametri di  laboratorio quali:
 N° di spermatozoi tot. >5 mil
  morfologia norm >4% 
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  motilità totale e progressiva > 35%- >14%
 I criteri di esclusione dallo studio, prevedevano:
 Vol <1,5ml;
 N° nemaspermi/ml < 5x106;
 Assenza di spermatozoi con motilità progressiva.
Pertanto, il gruppo A e B, risultavano  composti rispettivamente da soggetti con normali
e ridotti valori di concentrazione, morfologia e motilità spermatica, secondo i valori di
riferimento della WHO 2010. 
Inoltre,  i  pazienti  reclutati  nello  studio,  sono  stati  selezionati  anche   in  base  a
caratteristiche quali: Età, BMI e Fumo. É stata presa in esame, una fascia d'età compresa
tra i 25 e 45 anni. Per quanto riguarda il BMI, sono stati valutati  pazienti con BMI <17,
BMI tra 18 e 25,  BMI tra 26 e 30, e BMI >30. Infine, sono stati inclusi sia pazienti non
fumatori, sia fumatori(da 3 sig/die fino a 2 pacchetti/die).
5.2.2.Raccolta e analisi del seme.
I  campioni  di  eiaculato  esaminati,  sono  stati  raccolti  dopo  un  periodo  di  astinenza
variabile  da  2  a  5  giorni,  mediante  ipsazione,  in  apposito  contenitore  sterile.
La valutazione delle caratteristiche morfologiche e microscopiche del liquido seminale
raccolto,  è  stata  effettuata  entro  30  min  dalla  fluidificazione,  per  limitare  gli  effetti
deleteri della deidratazione, del pH, e dei cambiamenti di temperatura, secondo le linee
guida dell'organizzazione mondiale della sanità. 
Una prima conta e  valutazione degli spermatozoi mobili,  (vedi tabella 7 ) sono state
effettuate al microscopio ottico ad ingrandimento 20 x, ponendo il seme su camera di
Mackler (specifica camera di conta che ne permette  il movimento). 
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 Alla  valutazione  delle  caratteristiche  spermatiche  del  materiale  a  fresco,   ha  fatto
seguito una valutazione delle caratteristiche del seme dopo incubazione a 37°C, per 30
minuti, in incubatrice con CO2   controllata al 5%.
Questo passaggio è stato necessario per escludere che,  l'eventuale  miglioramento del
liquido  seminale,  fosse  imputabile  alla  sola  incubazione  e  non  all'effetto  del  myo-
inositolo. Infine, l'osservazione del campione, è stata completata con  la rivalutazione
delle caratteristiche laboratoristiche di motilità spermatica del seme, dopo l'aggiunta al
campione di 15 µl di myo-inositolo  per ml,  e l'incubazione a 37 °C per 30 min,  in
incubatore  con  CO2 controllata  al  5%,  come  mostrato  nelle  tabelle   9  e  10,
rispettivamente per il gruppo dei controlli e dei casi.
Tabella IX- Valori medi  di motilità nel gruppo dei CONTROLLI
Tabella X- Valori medi di motilità nel gruppo dei CASI
Dal confronto dei valori percentuali medi  di motilità spermatica, si può evidenziare che,
la motilità  spermatica percentuale rimane stabile  o addirittura subisce un decremento
dopo la sola incubazione, mentre registra dei miglioramenti dopo l'aggiunta ai campioni
del Myo-inositolo. Tali variazioni della motilità spermatica percentuale, sono esplicitate
nelle  tabelle  9  e 10 ,  rispettivamente  per il  gruppo dei  controlli  e  dei  casi,  dove,  il
confronto della motilità viene effettuato utilizzando dei valori medi di motilità del seme,
nelle diverse fasi del trattamento. Cambiamenti della motilità spermatica, si riscontrano
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soprattutto  nel  gruppo  dei  casi  e  a  carico  della  motilità  lineare  spermatica  dopo
l'aggiunta al campione di Myo-inositolo. Come si può notare dalla tabella 10, la motilità
3-4 degli spermatozoi, alla prima lettura su materiale a fresco si attesta intorno al 23%
±9,14; scende intorno al 21% ±8,55 dopo la sola incubazione; si porta  intorno al 31%
±17,62 dopo l'aggiuna del Myo-inositolo. La motilità totale degli spermatozoi, subisce
altrettanto miglioramento dopo trattamento con il Myo-inositolo, passando da un valore
percentuale medio iniziale del  51%±16,68, ad un valore percentuale medio dopo Myo-
inositolo del 55%±18,5. Lo stesso andamento nella variabilità della motilità spermatica
si  può  osservare  anche  nel  gruppo  dei  controlli,  sia  per  la  motilità  lineare  che
progressiva. Anche in questo caso, la motilità 3-4 degli spematozoi su materiale a fresco,
da  un  valore  percentuale  medio  del   75%±21,24,  scende al  73%±22,8  dopo la  sola
incubazione e si attesta intorno al 77%±18,2 dopo il trattamento del campione con il
myo-inositolo. La motilità totale spermatica, da un valore percentuale medio iniziale del
67%±10,7, scende al 62%±11,7 dopo la sola incubazione, e si porta intorno al 71%±8,91
dopo l'aggiunta del myo-inositolo.I dati così ottenuti,  sono stati  validati  in termini di
significatività mediante test statistici.
5.2.3.Analisi statistica
I dati sono stati riportati come media ± SD. Il t test parametrico a campioni indipendenti
è stato utilizzato per confrontare i valori  di mobilità degli  spermatozoi prima e dopo
l'aggiunta  del  myo-inositolo.  ANOVA test  invece,  è  stato utilizzato  per  comparare  i
risultati  della motilità spermatica dopo l'aggiunta di myo-inositolo nelle diverse fasce
d'età, e per  diverse variabili dei due gruppi di studio (casi/controlli) quali BMI e fumo.
Il livello di significatività è stato fissato a 0,05.
5.2.4.Risultati
Nello studio effettuato su 59 pazienti oligoastenozoospermici e 9 normospemici, sono
state valutate le caratteristiche di motilità  spermatiche, prima e dopo l'aggiunta del myo-
inositolo e la loro variabilità  in base a diverse caratteristiche quali  età,  fumo e peso
corporeo.
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 Il primo grafico riportato in figura 6, mostra la variabilità dei valori di motilità lineare
rapida  e  lenta,  prima  e  dopo  l'aggiunta  del  myo-inositolo  in  pazienti
oligoastenozoospermici.
Figura VI-Motilità 3-4 prima e dopo l'aggiunta del myo-inositolo.
Come  mostrato  dal  grafico,  il  valore
medio  della  motilità  3-4  dei  campioni
seminali,  alla prima lettura,  si attesta al
23,02%±1,147. Aumenta dopo l'aggiunta
del myo-inositolo, portandosi al 31,34%
±2,353,  evidenziando  pertanto,  una
significativa  correlazione  positiva  tra  la
motilità  3-4  e  l'aggiunta  del  myo-
inosiyolo  (p=  0,0019;  coefficiente  di
correlazione 0,08013).
 I risultati   dell'effetto  del myo-inositolo sulla motilità spermatica progressiva, sia di
pazienti normospermici che oligoastenospermici, sembrano esser strettamente connessi
all'età dei pazienti  presi in esame. La correlazione si evince dall'analisi  della motilità
spermatica suddividendo i pazienti in  gruppi in base all'età. Nel presente studio, sono
stati valutati campioni seminali di pazienti distinti in tre gruppi:
1. 25-32 anni;
2. 33-38 anni;
3. >38 anni.
I risultati migliori in termini di motilità progressiva, sono stati evidenziati nella fascia
d'età 33-38 anni come dimostrato in Figura 7.
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                                 Figura VII-motilità progressiva nelle differenti fasce d'età
Il grafico dimostra, un maggiore incremento statisticamente significativo della motilità
spermatica  3-4  legata al myo-inositolo, nella fascia d'età 33-38 anni, evidenziando una
correlazione positiva tra età e motilità spermatica (p=0,0134; coefficiente di correlazione
0,213). 
Meno entusiasmanti sono invece, i risultati ottenuti dal myo-inositolo sulla motilità totali
di  pazienti  oligoastenozoospermici.  Dall'analisi  dei  59  campioni  di  liquido  seminale
dopo l'aggiunto del  myo-inositolo,  si  è riscontrata  un lieve incremento  della  motilità
globale,  che  nn  è  risultato  statisticamente  significativo.   Il  grafico  è  illustrato  nella
Figura 8.
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Figura VIII- motilità globale prima e dopo l'aggiunta del myo-inositolo.
La  figura  8  riporta  l'incremento  della
motilità  totale  dopo  l'aggiunta  del  myo-
inositolo. Si può notare che, la media della
motilità  1-2-3-4  degli  spermatozoi  alla
prima lettura, si attesta a 50,41%±2,168 e
raggiunge i 54,15%±2,384 dopo l'aggiunta
del myo-inositolo. Tali valori evidenziano
pertanto  una  correlazione  lievemente
positiva  tra  motilità  tot.  e  myo-inositolo
(  p=0,247;  coefficiente  di  correlazione
0,0115). L'incremento infatti, non risulta statisticamente significativo.
Anche  la  valutazione  della  motilità  progressiva  e  totale,  effettuata  sul  gruppo  di
controllo, (composto da 9 soggetti con normali parametri spermatici secondo i valori di
riferimento della WHO) ha evidenziato un miglioramento, seppur lieve della motilità del
seme, come illustrato in Figura 9 e 10.                    .
Figura IX- motilità 3-4 in gruppo di controllo 
 Il grafico di fig.9 riporta i valori della motilità 3-4 del
gruppo di controllo prima e dopo l'aggiunta del myo-
inositolo.  Il valore medio di motilità progressiva alla
prima  lettura  è  75%±7,513.  Esso  risulta  77%±8,303
dopo  l'aggiunta  del  myo-inositolo,  evidenziando  un
incremento  non  statisticamente  significativo
(p=0,8605) e una corrlazione lievemente positiva tra la
motilità  progressiva  e  myo-inositolo  in  soggetti  con
parametri  spermatici  normali  (  coefficiente  di
correlazione 0,0019).                 
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                                                                                  Figura X-motilità tot. Prima e dopo MYO
La Fig.10 mostra il valore medio di  motilità
totale degli  spematozoi  alla  prima  lettura
(68,78%±4,358)  e  dopo  l'aggiunta  del  myo-
inositolo  (71,44%±4,413).  Evidenziando
anche  in  questo  caso,  un  incremento  della
motilità  spermatica  non  statisticamente
significativo ( 0,6730) e una correlazione solo
lievemente positiva tra motilità totale e myo-
inositolo in soggetti con parametri spermatici
normali.   .
Sono  stati  comparati  inoltre  i  gruppi  di  studio  casi/controlli  su  diverse  variabili,
evidenziando differenze significative soprattutto in termini di:
 motilità progressiva e totale, sia prima che dopo l'aggiunta del myo-inositolo;
 numero di nemaspermi/ml;
come illustrato in figura 11.
Le differenze tra le diverse variabili sono meglio esplicitate nella Tabella 11.
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Tabella XI -  Differenze tra i due gruppi casi/controlli
Parametri                                   Casi (n=59)                                 Controlli (n=9)
Età                                               37,1 ± 16,1                                    36,4 ± 1,81    
Volume                                        3,43 ml ± 1,2                                 3,27 ± 1,17      
Motilità  3-4                                23,02%± 1,14                                75% ± 7,51      
Motilità 3-4 dopo Myo               31,34 %± 2,35                               77% ± 8,3
Motilità 1-4                                 50,41%± 2,16                                 68,78%±4,35
Motilità 1-4 dopo Myo                54,15%±2,38                                 71,44%±4,41
Nemaspermi/ml                           40 ± 34,81                                     77,2 ± 34,45
Data la funzione di  antiossidante svolta dal myo-inositolo, e il peso del fumo tra i fattori
di  rischio  dell'infertilità  maschile,  sono  stati   confronti   i  valori  di  motilità  degli
spermatozoi dopo l'aggiunta del myo-inositolo di pazienti fumatori con quelli di pazienti
non fumatori. Il grafico è riportato nella figura 12.
Figura XII- comparazione parametri spermatici in pazienti fumatori e non.
Il  grafico  della  figura  12
mette  a  confronto i  valori  di
motilità  spermatica  totali  di
pazienti  fumatori  e  non,
evidenziando  come
l'incremento  della  motilità
lineare  spermatica  dopo
l'aggiunta  del  myo-inositolo,
sia  maggiore  nel  gruppo  di
pazienti  fumatori  rispetto  a  quello  dei  non fumatori.  Il  valore  percentuale  medio  di
motilità  3-4 degli  spermatozoi  dei  pazienti  fumatori,  si  attesta  alla  prima  lettura  del
materiale  a  fresco,  al  28% e  raggiunge,  dopo  l'aggiunta  del  myo-inositolo,  il  39%.
L'incremento statisticamente significativo, sottolinea la stretta correlazione tra l'attività
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antiossidante  del  myo-inositolo  e  la  motilità  spermatica.  Le  variazioni  in  termini  di
motilità spermatica nelle varie fasi del trattamento, nei pazienti fumatori e non , nei due
gruppi dello studio casi -controlli, sono meglio esplicitate in tabella 12. Dalla tabella, si
può ben mettere in evidenza il miglioramento percentuale della  motilità lineare degli
spermatozoi sia nel gruppo dei casi che dei controlli e soprattutto tra i fumatori.  Nel
gruppo dei controlli il valore percentuale medio iniziale di motilità 3-4 si attesta intorno
a  75%±22,9  e  raggiunge  il  valore  percentuale  medio   dopo  trattamento  con  Myo-
inositolo di 86%±15,3. Nello stesso gruppo di pazienti,  la  motilità  1-4,  da un valore
percentuale  medio  di  partenza  pari  a  68%±9,7,  raggiunge  dopo  l'aggiunta  del  myo-
inositolo,  un  valore  percentuale  medio  di  74%±10,4.  Lo  stesso  incremento
statisticamente  significativo  si  registra  anche  nel  gruppo  dei casi,  dove,  il  valore
percentuale medio iniziale di motilità 3-4 si attesta intorno a 21%±7,12; raggiunge, dopo
il  trattamento  con  il  myo-inositolo  il  valore  percentuale  medio  di  35%±21,3.
Miglioramenti  si  riscontrano  anche  nella  motilità  1-4,  che  da  un  valore  percentuale
medio pari a 47%±20,43, si porta dopo l'aggiunta del myo-inositolo a 54%±15,9.
Tabella XII-Parametri  spermatici  nelle varie fasi  di trattamento nei pz fumatori nel gruppo dei
CONTROLLI  
Infine, in relazione al fatto che l'obesità rappresenta un importante fattore di rischio per
l'infertilità  maschile,  i  valori  di  motilità  spermatica  sono  stati  valutati  nei  pazienti
suddivisi in 4 gruppi in base al BMI. Il grafico è riportato in figura 13.
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        Figura XIII-Comparazione dei parametri spermatici in base al BMI.
Come si può osservare nel grafico i pazienti totali, son stati divisi in 4 gruppi in base al
BMI:
1. BMI<17;
2. BMI tra 18 e 25;
3. BMI tra 25 e 30;
4. BMI>30.
In ciascun gruppo è stata valutata la motilità lineare rapida e lenta (motilità 3-4) e la
motilità totale (motilità 1-2-3-4), prima e dopo l'aggiunta del myo-inositolo.
Il grafico mostra con esattezza che è nel gruppo dei pazienti con BMI tra 18e 25 che si
registra  un  significativo  miglioramento  sia  della  motilità  lineare  che  totale  degli
spermatozoi. Il valore percentuale medio di motilità 3-4 nei pazienti con BMI compreso
tra 18 e 25, si attesta alla prima lettura del materiale a fresco, a 24% e raggiunge il 37%
dopo l'aggiunta del myo-inositolo.  Si registra inoltre, nello stesso gruppo di pazienti, un
significativo miglioramento della motilità totale che, da un valore percentuale medio di
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50% su materiale  a  fresco,  raggiunge il  57% dopo l'aggiunta  del  myo-inositolo.  Un
incremento statisticamente significativo che, avvalora ulteriormente il “ruolo” del peso
corporeo nel contesto della fertilità maschile.
Nel gruppo di pazienti con BMI tra 26 e 30, si osserva un lieve miglioramento in termini
di motilità spermatica. Il valore percentuale medio della motilità 3-4, si porta  dal 35%
su materiale a fresco al 38% dopo aggiunta del myo-inositolo, mentre il valore della
motilità totale, si porta dal 58% su materiale a fresco al 60% dopo l'aggiunta del mio-
inositolo.
Sia nel gruppo di pazienti con BMI maggiore di 30 che quello con BMI  inferiore a 17,
si  registra  un  importante  decremento  della  motilità  spermatica,  soprattutto  di  quella
progressiva. Ivalori medi di motilità 3-4, per i pazienti con BMI>30 passano dall'iniziale
27% al 22% dopo l'aggiunta del myo-inositolo; per i pazienti con BMI<17, si portano
dall'iniziale 20% al 17% dopo l'aggiunta del myo-inositolo.
 Le tabelle 13 e 14, riportano  invece, i valori di motilità spermatica nei nei due gruppi
casi-controlli, ciascuno dei quali suddivisi poi in base al BMI.
I risultati mostrano un incremento statisticamente significativo, sia nel gruppo dei casi
che dei controlli, a carico dei pazienti con BMI compreso tra 18 e 25 e della motilità
lineare. Nei gruppo dei controlli la motilità3-4 da un valore percentuale medio iniziale
di 74%±22,3, si porta dopo trattamento con myo-inositolo a 80%±20,7; la motilità 1-4
invece, da un valore percentuale medio iniziale di 64%±11,3 si porta a 67%±7,74. Nel
gruppo dei casi la motilità 3-4 da un valore percentuale medio iniziale di 22%±8,45, si
porta  dopo l'aggiunta di myo-inositolo a 34%±19,2. La motilità 1-4, subisce ugualmente
un incremento, portandosi da un valore percentuale medio iniziale di 50%±16,01 a 57%
±10,07 dopo trattamento con myo-inositolo.
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Tabella  XIII-Valori  percentuali  medi  di  motilità  spermatica   in  base  al  BMI  nel  gruppo  dei
CONTROLLI
Tabella XIV-Valori percentuali medi di motilità spermatica nel gruppo dei  CASI
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5.3.Discussione
I risultati di questo studio, hanno dimostrato che, l'incubazione di campioni di liquido
seminale con 15 μl di myo-inositolo per ml,  per 30 minuti  a 37 °C, sia in grado di
migliorare la motilità spermatica. In particolare, si è osservato un incremento maggiore
della  motilità  progressiva  degli  spermatozoi,  in  pazienti  oligoastenozoospermici  nei
quali, la produzione di ROS, l’MMP, l’integrità e il numero di copie del mtDNA sono
significativamente  alterati.  Negli  ultimi  anni,  numerosi  studi  hanno  sottolineato
l’importanza   dei  ROS nella  fisiopatologia  della  riproduzione.  Piccoli  quantitativi  di
ROS vengono prodotti  continuamente  negli  spermatozoi  e giocano un ruolo cruciale
nella capacitazione, nella iperattivazione, motilità, reazione  acrosomiale e nella normale
fertilizzazione.  Tali  specie  radicaliche,  allorquando  i  meccanismi  di  difesa  non  ne
riescono  a  controbilanciare  l’aumentata  produzione,  determinano  un  aumento  dello
stress ossidativo con conseguenti alterazioni nemaspermiche: riduzione del numero degli
spermatozoi, della motilità, danno perossidativo alla membrana cellulare, danno al DNA
cellulare (nucleare e mitocondriale),  e  riduzione della  fertilità  [168].  I  radicali  liberi
sono generati in molti processi all’interno della cellula. Proteine di membrana, enzimi
citosolici  (come le ciclossigenasi),  metabolismo dei lipidi  nei perossisomi producono
tutti  una piccola quantità  di  ROS, ma la quota maggiore  (stimata  intorno al  90%) è
prodotta dai mitocondri durante la fosforilazione ossidativa (FO). In generale, essendo i
mitocondri la principale fonte di ROS nella cellula sono anche i più colpiti. I mitocondri
sono localizzati nel tratto intermedio degli spermatozoi e hanno la funzione di produrre
l’ATP  necessario  per  le  funzioni  fisiologiche  degli  spermatozoi  [169].  Essi
rappresentano  la  sede  di  produzione  dell’energia  cellulare  (FO  mitocondriale  o
OXPHOS) necessaria al movimento flagellare, grazie alla presenza nella loro membrana
interna  di  cinque  sistemi  enzimatici  ossidativi  che  generando  un  MMP,  producono
molecole  di  ATP.  Questo  complesso  è  formato  da:  attività  deidrogenasica  NADH
(complesso I), succinato deidrogenasi (complesso II), citocromo C reduttasi (complesso
I  e  III),  succinato  citocromo  C reduttasi  (complesso  II  e  III),  citocromo  C ossidasi
(complesso IV). 
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La FO segue un processo di accoppiamento  chemiosmotico in cui l’energia  derivata
dall’ossidazione delle molecole viene utilizzata per attivare pompe protoniche legate alla
membrana mitocondriale interna, che genera un gradiente di voltaggio (MMP)  [170].
Poiché i mitocondri producono energia per supportare il movimento cellulare, l’analisi
della  funzione  mitocondriale  può  darci  notevoli  informazioni  relative  alla  motilità
cellulare [171] e sui fenomeni apoptotici. Infatti, nelle prime fasi dell’apoptosi, l’MMP
diminuisce e favorisce il rilascio del citocromo c che fa parte della catena respiratoria; il
citocromo c, a livello citosolico, è in grado di attivare le caspasi e quindi l’apoptosi.
Inoltre,  i  ROS inducono  danni  perossidativi  sia  della  membrana  plasmatica  che  sul
genoma nucleare e mitocondriale dello spermatozoo. Le membrane  cellulari  ricche  di
acidi  grassi  polinsaturi  (PUFA), particolarmente C22:6 che contengono più di 2 doppi
legami carbonio-carbonio, sono un altro target dei ROS. I ROS attaccano i PUFA della
membrana causando una cascata di reazioni chimiche chiamate perossidazione lipidica.
Le  membrane  danneggiate  perdono  la  capacità  di  trasportare  gli  ioni,  l’ossigeno,  i
nutrienti, ecc.
L’integrità e l’attività funzionale della membrana plasmatica sono requisiti cruciali per
la  motilità  e  per  i  cambiamenti  fisiologici  che  avvengono  sulla  superficie  dello
spermatozoo durante il processo di fecondazione, inclusi la capacitazione, la reazione
acrosomiale, il legame alla zona pellucida e infine la fusione con l’oolemma. Per questo
motivo,  la  valutazione  dello  stato  funzionale  della  membrana  plasmatica  può  essere
utilizzata come test predittivo di fertilità. Studi recenti, hanno dimostrato che quando la
membrana degli spermatozoi è alterata, la PS trasloca dalla porzione interna a quella
esterna della membrana plasmatica; questo è uno dei primi segnali di apoptosi [172]. La
percentuale di spermatozoi con esternalizzazione della PS correla in modo negativo con
la percentuale di forme normali e con la motilità progressiva, indicando quindi che gli
spermatozoi che espongono PS sono danneggiati o immaturi come postulato da molti
autori  [173]. Perossidando  i  lipidi,  i  ROS  causano  inoltre  alterazioni  strutturali
dell’acrosoma,  della  testa,  della  regione  del  collo  e,  innescando  processi  apoptotici,
inducono la frammentazione del DNA  [174].  La funzionalità gametica risulta quindi
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compromessa a causa di una riduzione della motilità e della capacità fecondante dovuta
all’inibizione della reazione acrosomiale e della capacità fusigenica [175].
Alti livelli di ROS sono associati anche al danno del mtDNA. Il mtDNA è localizzato
vicino la membrana mitocondriale interna dove si trovano anche la catena di trasporto
degli elettroni e la principale sorgente di produzione dei ROS. Il mtDNA manca di un
sistema di riparazione del DNA e di molte DNA-binding protein che hanno il compito di
proteggerlo,  come gli istoni e le protamine.  Questi fattori  possono spiegare perché il
mtDNA  è  10  volte  più  suscettibile  del  DNA  nucleare  al  danno  indotto  dai  ROS.
Mutazioni  e  delezioni  del  mtDNA sono associati  a  scarsa  motilità  e  ridotta  fertilità
spermatica  [176].  Il mtDNA, così come il  DNA nucleare (nDNA), sono responsabili
della  corretta  funzionalità  cellulare  spermatica  in  quanto  codificano  le  proteine
responsabili  del  movimento  flagellare  nemaspermico,  il  sistema  OXPHOS,  che  ha
ilcompito di sintetizzare l’ATP, ovvero, la molecola bio-energeticafondamentale per lo
svolgimento  di  tutti  i  processi  cellulari.  Il  funzionamento  della  catena  respiratoria
mitocondriale  dipende  dalla  coordinata  espressione  genica  di  entrambi  i  genomi
mitocondriale e nucleare. Una mutazione in entrambi i genomi può portare ad un difetto
nella funzione respiratoria dei mitocondri. Diversi  autori  affermano  che  alterazioni
del   metabolismo  mitocondriale  sono  possibili  fattori  di  infertilità  e  che  esiste  una
correlazione  tra  mtDNA  ed  infertilità  maschile.  Partendo  dal  presupposto  che  i
mitocondri  nemaspermici  giocano  un  ruolo  importante  nella  funzionalità  degli
spermatozoi a causa dell’elevata richiesta di ATP da parte di queste cellule, recenti studi
hanno dimostrato che alterazioni genetiche del mtDNA possono direttamente influenzare
la motilità e la vitalità degli spermatozoi con conseguenze sulla normale fertilizzazione.
Inoltre, recenti studi hanno riportato che gli spermatozoi con motilità ridotta hanno un
numero di copie di mtDNA più alto rispetto a spermatozoi mobili progressivi, mentre
l’integrità  dello  stesso  DNA  diminuisce  in  questi  pazienti  [177]. Durante  la
spermatogenesi,  i  mitocondri  subiscono  drastici  cambiamenti  morfologici  e
riorganizzazioni subcellulari. Una riduzione del numero dei mitocondri e delle copie di
mtDNA  è  stata  osservata  negli  spermatozoi  maturi  [178].  Poiché  la  funzione
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bioenergetica dei mitocondri è cruciale per la motilità degli spermatozoi, le aberrazioni
quantitative  o  qualitative  del  mtDNA  alterano  il  funzionamento  cellulare  degli
spermatozoi. Gli spermatozoi hanno 22-75 mitocondri localizzati nel tratto intermedio;
usando diverse metodiche, è stato riportato che il numero di copie di mtDNA oscilla tra
10 e circa 1.500 [178-179]. Altri autori, utilizzando la Real time PCR, hanno riportato
che il numero di copie di mtDNA è di circa 34 copie per spermatozoo, con un range
compreso tra 2.8 e 226 [177]. L’aumento delle copie potrebbe essere dovuto a:
1. gli spermatozoi anormali di pazienti infertili producono eccessivi livelli di ROS che
alterano il numero di copie;
2. l’aumento è dovuto ad una sorta di meccanismo di compensazione per mitocondri
danneggiati che hanno mtDNA con mutazioni o frammentazioni;
3. il numero di copie è normalmente ridotto durante la spermatogenesi;
l’apoptosi  abortiva  oppure  spermatogenesi  alterate  possono aumentare il numero di
copie di mtDNA negli spermatozoi di uomini infertili. Molte proteine mitocondriali sono
codificate  dal  DNA nucleare  per  cui  l’integrità  di  questo  è  molto  importante  per  la
funzione  mitocondriale  e  per  la  sua  integrità.  Per  esempio,  mutazioni  della  DNA
polimerasi  mitocondriale  (POLG),  codificata  dal  DNA  nucleare,  sono  associate  ad
infertilità  maschile  [180].  In  conclusione,  i  pazienti  con  astenozoospermia,
indipendentemente  dalla  causa  che  può  averla  determinata,  hanno  una  maggiore
produzione  di  ROS,  un  aumento  della  percentuale  di  spermatozoi  con  funzione
mitocondriale danneggiata e danno del mtDNA. Dal momento che il mitocondrio è il
sito  principalmente  alterato  nei  pazienti  con  astenozoospermia,  esso   potrebbe
rappresentare  il  bersaglio  di  varie  patologie  che  riducono la  motilità  nemaspermica.
Ulteriori studi sono tuttavia necessari per chiarire i percorsi biochimici che regolano la
motilità  nemaspermica.  Chiarire  i  meccanismi  molecolari  coinvolti  nell’insorgenza
dell’astenozoospermia può essere di grande aiuto per lo sviluppo di possibili strategie
terapeutiche e, allo stesso tempo, per scopi contraccettivi.
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5.4.Conclusioni 
I  risultati  dello studio,  effettuato su un campione di 69 pazienti  divisi  in due gruppi
(casi/controlli),   confermano i miglioramenti  statisticamente significativi in termini di
motilità  spermatica  dopo  l'aggiunta  al  campione  di  15   μl  /ml  di   myo-inositolo  e
incubazione a 37°C per 30 minuti, in incubatrice con CO2 controllata al 5%. Proficuo
incremento della motilità spermatica,  si riscontra soprattutto nel gruppo dei  “casi” e
soprattutto  a  carico  della  motilità  lineare degli  spermatozoi.  Come  dimostrato  nello
studio, la motilità 3-4 degli spermatozoi, alla prima lettura su materiale a fresco si attesta
intorno al 23%±9,14; scende intorno al 21%  ±8,55 dopo la sola incubazione; si porta
intorno al 31%±17,62 dopo l'aggiuna del Myo-inositolo. Altrettanto miglioramento della
motilità totale spermatica, si registra dopo trattamento con il Myo-inositolo, passando da
un valore percentuale medio iniziale del  51%±16,68, ad un valore percentuale medio
dopo Myo-inositolo del 55%±18,5. Caratteristiche queste, che rendono il trattamento del
seme  con  il  myo-inositolo,  particolarmente  adatto  alle  tecniche  di  procreazione
medicalmente assistita. 
Dallo studio, è emerso anche un miglioramento della motilità del seme:
-nei  pazienti  fumatori, dove  il  valore  percentuale  medio  di  motilità  3-4  degli
spermatozoi,  si attesta alla prima lettura del materiale a fresco, al 28%. e raggiunge,
dopo  l'aggiunta  del  myo-inositolo,  il  39%,  sottolineando  l'importanza  dell'attività
antiossidante del Myo-inositolo;
-nei pazienti con BMI tra 18 e 25,  dove il valore percentuale medio di motilità 3-4, si
attesta  alla  prima  lettura  del  materiale  a  fresco,  a  24%  e  raggiunge  il  37%  dopo
l'aggiunta  del  myo-inositolo.   Si  registra  inoltre,  nello  stesso gruppo di  pazienti,  un
significativo miglioramento della motilità totale che, da un valore percentuale medio di
50% su materiale a fresco, raggiunge il 57% dopo l'aggiunta del myo-inositolo. Risultati
questi che ben evidenziano l'importanza del peso corporeo ai fini della fertilità maschile.
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